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l. INTRODUCCION

INFECCIONES VIRALES PERSISTENTES

Las infecciones virales se clasifican según su evolución en AGUDAS

o PERSISTENTES.

Las infecciones agudas polarizaron la atención de los estudios vi­

rológicos durante muchosaños. Las características de su evolución son:

períodos de incubación cortos, seguidos por sintomatología acompañada

generalmente por fiebre y posterionmente recuperación con eliminación

del virus del organismo. Estas infecciones se autolfinitan y dificilmente

presentan complicaciones tardías; el aislamiento de virus infeccioso en

sangre o secreciones del paciente solamente es exitoso en un corto in­

tervalo desde poco antes hasta poco después de la aparición de los-Sinto

mas.

La lucha contra este tipo de infecciones virales se ha encarado des­

de el punto de vista profiláctico, debido a la falta de antivírales ade­

cuados, y gracias al desarrollo de numerosas vacunas, muchasde estas en

fennedades han sido o están en camino de ser erradicadas.

Comoconsecuencia de los avances logrados en este campo, gran parte

de los recursos en Virología se han volcado últimamente a1 estudio de las

enfermedadesdel tipo persistente, en las que el virus está presente en

el organismo, con o sin manifestaciones clínicas, durante meses y aún a­

ños.



A diferencia con las enfenmedadesdel primer grupo, la primo-in­

fección generalmente es asintomática o leve. Ademásestas infecciones

puedenresultar reservorios para que virus infeccioso se disemine a

nuevos huéspedes susceptibles.

Las infecciones persistentes se puedenclasificar en tres categg
rías:

l) INFECCIONES LATENTES

Se denominanasí a las infecciones que cursan con episodios reite­

rados de enfermedad aguda, con períodos asintomáticos durante los cua­

les el virus es difícil de aislar.

El ejemplo clásico es el virus Herpes Simple, el cual durante la

infección primaria replica en las células nerviosas de algunos ganglios,

en donde se acantona y persiste durante los períodos asintomáticos.CUan

do se producen los episodios agudos, causados por reactivación viral,

debido a "stress", radiaciones solares, menstruación, etc, el virus mi­

gra utilizando los nervios sensores a la piel, dondemultiplica forman

do vesículas.

2) INFECCIONES CRONICAS

Se caracterizan porque el virus se puede demostrar en cualquier mo­

mento luego de la primo-infección, pero sin evidencias de síntomas de

enfennedad, o asociados con inmunopatologías tardías o neoplasias.

Para ejemplificar la primer situación, o sea las infecciones persis­

tentes con prescindencia de sintomatología, podemostomar a1 Citomegalo­

virus, que se aisla en muchaspersonas a partir de saliva, orina, biop­

sias de riñón o leucocitos circulantes, sin enfermedadaparente, salvo



cuando es activado en pacientes inmunosuprimidoso transmitido por trans

fusiones sanguíneas.

Cuandolas manifestaciones virales están asociadas a inmunopatías

tardías, estas generalmente son debidas a que coexisten en el organismo

virus y anticuerpos circulantes, que dan lugar a la formación de comple­

jos inmunes. Estas entidades pueden ser fagocitadas y eliminadas por cg

lulas especializadas, o se puedendepositar en los tejidos del organis­

mo y producir enfermedades por inmunocomplejos. El órgano más comprome­

tido en estas inmunopatíases el riñón, debido a su función filtrante;

provocándoseglomerulonefritis, que han sido descriptas para distintos

virus: Deshidrogenasa Láctica (LDH),Anemia Infecciosa Equina, Coriome­

ningitis Linfocitaria (LOW)y Enfermedad del visón aleutiano (AdAÜ.

3) INFECCIONES LENTAS

Están caracterizadas por un largo período de incubación asintomáti

co ( meses o años ) sin eliminación de virus por el huésped; la enfer­

medadtambién es prolongada con un desarrollo lento y progresivo que en

la mayoría de los casos es mortal.

Las enfermedades causadas por los denominadosvirus lentos son pro­

ducto directo de la multiplicación viral o de una respuesta inmunea la

infección.

Los agentes etiológicos de las virosis lentas, puedenser clasi­

ficados en dos grupos, según el tipo de patología que producen: Unpri­

mer grupo formado por Kuru,Síndrome de Creutzfeldt-Jakob del hombre,

Scrapie de ovinos y caprinos y la Encefalopatía transmisible del visón.



Estos agentes causan las encefalopatías subagudas espongiformes, en las

que no se detectan reacciones inflamatorias ni respuesta humoral o ce­

lular a la infección, y son denominadosactualmente "priones" o virus

no convencionales, por su resistencia a 1a inactivación química o fí­

sica y aparente falta de ácido nucleico.

El otro grupo integrado por el virus del Sarampiónproductor de la

Panencefalitis subaguda esclerosante (SSPE), el virus Rubeola asociado

con la Panecefalitis rubeólica, la Leucoencefalopatía multifocal pro­

gresiva causada por el virus del mismonombre del grupo Papovavirus,

así comoel virus Visna de las ovejas, que a diferencia con los agentes

del primer grupo producen infecciones con respuesta= inflamatoria y

reacción inmunológica del huésped.

Se debe notar que estas clasificaciones no son estrictas, así co­

mono lo es el comportamiento de los virus, debido a la influencia o

modificaciones ejercidas por los distintos huéspedes.Por esta razón un

mismo virus puede presentarnos distintos tipos de infecciones persis­

tentes o infectar persistentemente algunos huéspedes y en forma aguda

a otros.

De estos comportamientosduales surge el interrogante que da ori­

gen a este trabajo de tesis, ¿ Cuáles son las causas de que un virus

modifique su fase de producciónviral citotóxica a la fase persistente

no citotóxica?.



Las condiciones generales que se deben cumplir para que un virus

pueda existir por períodos prolongados en un organismo son las siguien

tes:

a) Los mecanismos inmunológicos del huésped deben estar impedidos

de cumplir sus funciones, que llevarían finalmente a la eliminación

del agente infeccioso.

b) La replicación viral debe estar regulada, a fin de evitar un

aumento inconveniente de su concentración en el organismo, pero asimis

mopennitir el recambionatural de la población viral.

c) Los tejidos vitales no deben ser dañados en un grado tal que

sus funciones estén impedidas.

Estas condiciones generales resumen muy sucintamente el amplio es­

pectro de mecanismosalternativos gracias a los que se establecen y man

tienen las infecciones persistentes. Conel objeto de determinar los me

canismosmás comunesutilizados en los distintos sistemas virus-huésped

se reseñarán en el siguiente cuadro las infecciones persistentes más un

portantes y sus caracteristicas.



VIRUS

HERPESSIMPLE VARICELA­ ZOSTER

HUESPED hombre hombre

INFECCION

PERSISTENTE
latente latente

LOCALIZACIONDELAINFECCION Entreepisodios

agudos

ocultoencél. nerviosasdel gangliotrigé­ minoymédula dorsal. ídemHerpes Simple.

Duranteepisod.

agudos

Primario:Cé1. epiteliales Recurrente: Cél.deSchwann, luegopcélulas epiteliales. Primario:Gene­ ralizadas,con eritema. Recurrente:Cé1. deSchwann,luego célulasepitelig les.

ANTI­

ENFERMEDADCUERPOS Primaria:si estomatítis Recurrente: ampollas epiteliales. Primaria:si Infección generalizada, Varicela. Recurrente: erupciónen piel,Zoster.

ELIMINACION DEVIRUS esporádicamente ensaliva(en­ treataques).Altos títulosenampo­ llasrecurrentes. varicela:degar­ gantaylesiones depiel. Zoster:delesio­ nesdepiel.



VIRUSHUESPED

Varios:mono SV40-REO¡ADENQ­ HERPES-PARAMIXO. CITOMEGALOmuchas

especies

Crfllfiïüdohombre EPSTEIN-BARhombre

INFECCION

PERSISTENTE crónica crónica crónica crónica

LOCALIZACIONDELA

INFECCION riñón

glándulassalivales glándulassalivales riñón leucocitoscirculan tes. téjidolinfóídeo leucocitoscirculan tes.

ENFERMEDAD

Noreconocida.Seaísla virusenexplantosde células. Noreconocida Raramente.Activadopor inmunosupresiónotrans mitidoportransfusiones desangre,producemono­ nucleosis. Usualmentenoexiste.Se lohaasociadoconlinfg madeBurkittycarcinoma nasofaríngeo.Mononucleosís

infecciosapost-transfusig nal.

ANTI­

CUERPOS

Si si si si

ELIMINACION DEVIRUS variablesegún elvirusinvo­ lucrado. saliva orina saliva no



VIRUS

HEPATITISB RUBEOLA CORIGWENINGITIS LINFOCITARIA DESHIDROGENASA LACTICA

HULSPED hombre hombre ratón ratón

INFECCION

PERSISTENTE crónica crónica crónica crónica

LOCALIZACIONDELA

INFECCION

hígado SUGI‘O diseminada diseminada,inclu­ yendotejidolin­ fóideo. macrófagos

ENFERMEDAD

Raramentehepatitiscró­ nicas,transmitidopor transfusiones. SindromeRubeola,con muerteorecuperación, conpresenciadedefeg tosteratológicos.
Glomerulonefritis

Inmunocomplejosenglomeru­

ANTI­

CUERPOS

si si si si

los,peronoexisteenfermg dad.

ELIMINACION DEVIRUS heces(bajos títulos) orina saliva orina viremiapersis­ tente(comp1ejos inmunesinfeccio­ sos). viremiapersis­ tente(comp1ejos inmunesinfecciosos



VIRUS

ENFERMEDADDEL VISONALEUTIANO ANEMIAINFECCIQ SAEQUINA
LEUCEMIAPAHUNA LEUCOSISAVIARIA

HUESPED visón caballo ratón pollo

INFECCION

PERSISTENTE crónica crónica crónica crónica

LOCALIZACIONDELA

INFECCION

macrófagosenhígado ybazo macrófagosdesan­ greytejidos(ba­ zo,hígadoynódg loslinfáticos). diseminada diseminada

ENFERMEDAD

Poliarteritis,glomerulong frítis,plasmocitosissis­ témicacausantedehiper­ globulinemia. Anemia,vasculitis,glome­ rulonefritis,fiebrerec! rrente. Episodiosrecurrentes.
Inmunocomplejosenglomé­ rulo,ocasionalmente leucemia. ocasionalmenteleucemia raramentesarcoma

si si

ELIMINACION DEVIRUS viremiapersis­ tente(complejos inmunesinfeccig sos).0rina,sali vayheces. Complejosinmunes infecciosos.Trans­ misiónmecánica porartrópodos. no no



INFECCIONLOCALIZACIONDELAANTI-ELIMINACION

VIRUSHUESPEDPERSISTENTEINFECCIONENFERMEDADCUERPOSDEVIRUS

VISNAovejalentacerebroprogresivaylentasino MAEDI""pulmónviremiarecurrente" NEUMONIAPROGRE""pulmóncomponentesinmunopatoló-" SIVA.gicos SCRAPIEovejalentasistemanerviosoEncefalopatíasprogresi-nono ENCEFALOPATIA-visón”centralyteji-vaslentas.“

-10­

delVISONdoslinfóideo KURUhombre" " CREUTZFELDT-hombre" " JAKOB SARAMPION(SSPE)hombre"SNCAguda:sarampíón.Recupera-si

ciónyañosmástardeencg falitisprogresivalenta.
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1.2. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LOS DISTINTOS MECANISMOS DE PERSISTENCIAm
La clasificación de infecciones persistentes, agrupa un amplio

espectro de afecciones. En este punto se tratará de reseñar las coin

cidencias que existen entre los distintos mecanismospor los cuales

los virus pueden establecerse en un huésped superando las defensas

del mismo.

Son muchos los factores que sinérgicamente concurren en los dis

tintos mecanismospor los que se establece y mantiene una infección

persistente,y sólo se puede especular cual de ellos tiene un rol pre­

ponderante en ciertas infecciones.

DEFICIENCIAS EN LA INWUNIDAD HUMORAL Y CELULAR

TOLERANCIA

thhas infecciones persistentes están asociadas con una muypeque­

ña respuesta de anticuerpos, especialmente cuando la infección ocurre

en forma intrauterina o neonatal. En estos estadios, la inmunocompeten

cia es baja o se está desarrollando, de forma tal que los mecanismos

inmunológicosno favorecerán las manifestaciones clínicas de infecciones

virales productoras de inmunopatías.

La tolerancia inmunológica generalmente es incompleta, dado que

se ha demostrado en ratones infectados congénitamente con virus LOW,

LDHo Leucemiamurina, que soportan 1a multiplicación viral, sin enfer

medadevidente, pero presentan distintos grados de hiporeactividad es­

pecífica.

La pequeña cantidad de anticuerpos producidos, se detecta sola­
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mente comoinnunocomplejos circulantes, que luego se depositan en los

glomérulos u otros tejidos.(24,32,56)

Es posible que 1a presencia de antígenos virales durante el de­

sarrollo temprano, particularmente en tejido linfóideo, induzca tole­

rancia comohan propuesto Burnet y Fenner para LOM.(5). Esto sería

posible, debido a la destrucción específica de células que reaccionan

con determinados antígenos. (67)

En los casos en que hay producción de complejos inmunes circulan­

tes, estos puedenser infecciosos (24,54,68), e infectar a otras célu­

las o ser fagocitados por mácrófagos donde el virus es capaz de repli

car y aún persistir. En consecuencia, la eliminación del virus por me­

dio del macrófago no se produce y por el contrario, se favorece la per­

sistencia viral. (47)

Son varias las enfermedades crónicas en las que el virus parece

multiplicar fundamentalmente en macrófagos, tal es el caso de ALV,ABI,

y LDH.La infección de estas células puede modificar la presentación

del antígeno por parte del macrófago a los linfocitos T, así comootras

funciones del sistema retículo endotelial, comosucede en la infección

del ratón con el virus LDH,donde los niveles de enzimas plasmáticas

están muyelevadas por falta de eliminación.(82)

IhMUNODEPRESION

En las infecciones persistentes,a menudolos virus causan inmuno­

supresión.(55) Este fenómenose manifiesta comouna respuesta depri­

mida de la inmunidad humoral hacía antígenos no relacionados, comose

ha demostrado en Leucosis murina (55), Tumor mamario (47), LOW(49),
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Enfernedad del visón aleutiano (68), Citomegalo virus (33) y otros.

La duración del estado de inmunosupresión es generalmente corto,

siendo máximoen el momentode la inducción de la respuesta inmune pa­

ra el virus infectante.(33,49)

Tambiénse ha observado clínicamente, depresión de la inmunidad

celular en humanosvacunados con virus vivo o luego de una infección

natural (47). Estas observaciones fueron confirmadas posteriormente

por experimentos realizados con ratones infectados con virus de New­

castle (NDV)o de 1a Leucemia de Gross, los que mostraron mayor sobre

vida al ser transplantados con tejidos alogeneicos, comparativamente

con los controles no infectados con virus. (98)

La inmunosupresión estaría mediada por los siguientes mecanismos:

a)Cambiosfuncionales o destrucción de células mieloides o linfoi

des y/o sus precursores, mediadopor virus.

b)Competencia antigénica.

c)Inmunodepresi6n comoresultado de un incremento de secreción

adrenocortical.

d)Inmnnodepresión mediada parcialmente por interferón. (81)

PRODUCCION DE ANTICUERPOSAELOQUEANTES 0 NO NEUTRALIZANTES

En numerosas infecciones persistentes se detecta la formación de

anticuerpos no neutralizantes. Comoejemplos podemoscitar las infeccig

nes mediadas por los virus LOW(30), LDH(45), ALV(68) y Leucosís mu­

rina (SS).
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Estos anticuerpos reaccionan específicamente con los antígenos vi­

rales que les dieron origen, pero carecen de poder neutralizante, por

lo que se formancomplejos antígeno-anticuerpo infecciosos circulantes,

que se pueden detectar precipitándolos con antiglobulinas.

Experimentos en cultivo de tejidos demostraron que se puede redu­

cir el efecto citotóxico entre células infectadas con virus y linfoci­

tos T, por el agregado de anticuerpos específicos. (79)

Aúnasí los conocimientos acerca de los anticuerpos no neutralizan

tes en las infecciones in vivo son pobres, habiéndose determinado so­

lamenteque están dirigidos a sitios no críticos sobre la superficie vi­

ral, que puedenbloquear la actividad de los anticuerpos neutralizantes

así comola inmunidadmediada por células, favoreciendo 1a persistencia

viral. (47)

BIHIHAKHON DE LA EXPRESION ANTIGENICA SOBRE LA SUPERFICIE DE LA CELULA

INFECTADA

Cuandola densidad de antígeno viral sobre 1a superficie de la

célula infectada es menor que la necesaria para la formación del núme­

ro crítico de dobletes de inmunoglobulinas, no tiene lugar la fijación

de complementoy en consecuencia no hay lisis celular, favoreciendo así

1a persistencia viral.

La modulación antigénica puede ocurrir en infecciones en las que

el genomaviral está integrado al del huésped, y solamente expresa algu

nos pocos antígenos, comoes el caso de las infecciones con Leucemia mu­

rina, en las que sólo se fonmael antígeno gg que induce bajos niveles
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de anticuerpos, que además no fijan complemento. (47)

En cultivos infectados persistentemente con virus Sarampión, cuyos

medios de cultivo habían sido suplementados con anticuerpos específicos,

se observó coronamiento ("capping") y desnudamíento ("stripping") de

antígenos virales sobre la membranacelular. (39). La remoción de anti

genos virales de la superficie celular ocurrió rápidamente y estuvo a­

sociada con una reducida lisis celular mediadapor anticuerpos fijado­

res de complemento, aún así, se continuó sintetizando y expresando an­

tígeno viral, que pudo ser detectado en el cit0plasma. (39)

En relación con el elevado título de anticuerpos antisarampión

presentado por pacientes con SSPE, se sugirió que la modulación antigÉ

nica jugaría un rol preponderante en la patogenia de SSPEy de otras

infecciones persistentes con respuesta de altos títulos de anticuerpos.

(58)

PRODUCCION BAJA O NULA DE INTERFERON

Por lo general los virus que causan infecciones persistentes, no

son buenos inductores de interferón en sus hospedadores naturales.

En ratones infectados persistentemente con LOW,IK)se ha podido

dosar ningún tipo de interferón, aunque estos mismosratones responden

con producción de interferón ante la infección por otros virus, por lo

que la incapacidad de inducción de interferón estaría ligada al virus

persistente. (47,81)

DESARROLLO DE VARIANTES DE BAJA CITOPA'DOGENICIDAD, TERADSENSIBLES Y DE­

FECTIVAS INTERFERENTES
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Gran parte de los conocimientos relativos a las infecciones per­

sistentes derivan de las experiencias realizadas con cultivos celulares.

Los estudios de caracterización de las poblaciones virales presentes

en estos cultivos, han detectado la presencia de variantes que se dife­

rencian del virus parental en:

a) citopatogenicidad

b) termosensibilidad

c) termolabilidad

Los virus que causan infecciones persistentes generalmente no tie­

nen un efecto citopatogénico muy severo y causan cambios mínimos en el

metabolismocelular. Esto es válido para la mayoría de los virus que

salen de la célula por brotación, aunque, los virus cítolíticos pueden

causar también infecciones persistentes cuandola destrucción celular

está restringida a un númeropequeño de células, cuya perdida no afecta

1a funcionalidad de los tejidos y órganos.

En consecuencia, el desarrollo de mutantes de baja citopatogenici­

dad presenta vantajas claras para el mantenimientode un estado persis­

tente.

Entre las causas que regulan 1a replicación viral y así determinan

el curso de la infección viral, se encuentran las mutantes termosensi­

bles (ts). La asociación entre persistencia y ts, se debió fundamental­

mente a los hallazgos de J.S. Youngertrabajando en cultivos "carrier"

de células L infectadas con virus de Newcastle, de V. Stollar con el

sistema de células Aedes albopictus infectadas con virus Sindbis y de

E. Damontecon el sistema células Vero - virus Junín, quienes encontra­
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ron coincidentemente la presencia de mutantes ts en las poblaciones vi­

rales obtenidas de cultivos persistentemente infectados. (13,47,100)

Tambiénse han aislado este tipo de mutantes virales, de animales

crónicamente infectados con virus Aftoso, Estomatitis vesicular (VSV)y

Parainfluenza.

La relación entre infección persistente y mutantes ts, quedó

definitivamente demostradocuando se infectaron ratas recién nacidas

con Réovirus tipo 3 cepa salvaje o mutante ts. Se encontró que los ani­

males infectados con virus salvaje, morían a causa de una encefalitis

agudaalrededor del día 12 post-infección (p.i.), mientras que la

mutante ts causó solamente encefalitis fatales cuando fue inoculada en

altas dosis. Por el contrario, cuando se inocularon bajas concentra­

ciones, la mayoría de los animales sobrevivieron a la infección.y se

presentaban clínicamente sanos; aunqueel análisis histológico realiza

do meses después en estos animales, demostró que existía degeneramien

to de la corteza cerebral. (81)

En coincidencia con estos resultados, se detectaron modificaciones

en la neurovírulencia del virus Sarampióncuando se inocularon ratones

con mutantes ts en lugar de la cepa salvaje.(81)

Ademásde las mutantes ts, las partículas interferentes, tendrían

un rol en el establecimiento y mantenimientode las infecciones persis

tentes, aunquehasta el presente la participación de las partículas

interferentes solamente se ha demostrado inequívocamente en cultivo

de tejidos, dado que los datos de infecciones in-vivo no le otorgan

un rol definitivo en este sentido.
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Entre los posibles mecanismosde acción utilizados por las partí­

culas interferentes (PI), se encuentra la limitación de la replicación

del virus infeccioso. Este mecanismopermitiría llegar con el trans­

curso del tiempo a un equilibrio entre la fonmaciónde virus infeccio­

so y PI, lo cual posibilitaría una replicación viral continua pero con

una producción de virus infeccioso relativamente baja, con pequeño o

ningún daño aparente para el organismo. Dicha interacción sería impor­

tante tanto en la iniciación comoen el mantenimiento de las infeccig

nes persistente. (62)

Otro mecanismopropuesto para las PI, es la inducción de interfe­

rón, como se ha demostrado para VSV. (47)

De la breve reseña de los distintos tipos de infecciones persis­

tentes y de los factores que intervienen en el establecimiento y/o

mantenimiento de las mismas, se puede concluir que: las infecciones

persistentes están" mediadas por uno o más mecanismosque involucran

a distintos factores, y que el conjunto establecerá el tipo de infec­

ción a cursar por el huésped.
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1.3. AÉPECTOS BIOLOGICOS DE LOS ARENAVIRUS

En 1970 la clasificación taxonómicaviral fue modificada con el

agregado de una nueva familia, ARENAVIRIDAE.-Este-grupotaxonómico in­

tegrado por 11 virus, fue propuesto sobre las siguientes bases:

l. Similitudes morfológicas: víriones de aspecto pleomórfico, con

envoltura y presencia de partículas en su interior, que observadas al

microscopio electrónico se presentan comogránulos de arena, lo cual

da el nombre a la familia. Dichos gránulos, de 20 a 25 nm de diáme­

tro, son ríbosomas de origen celular.

2. Poseen comomaterial genético , 'ácido ribonucleico (ARN)cadg

na simple fragmentado.

3. Relaciones antigénicas a través de un antígeno específico de

grupo, demostrable por inmunofluorescencia. Ademásuna parte de los

virus clasificados en esta familia compartenun antígeno fijador de

complemento, lo cual ha permitido agruparlos de la siguiente forma:

a) Virus del viejo mundo: que comprende al virus LOW(disemina­

do universalmente) y a los virus Lassa y Mozambique(ambos de Africa

occidental)

b) Virus del nuevo mundoo Cgmplejo Tacaribe: (integrado por aque

llos miembros que comparten el antígeno fijador de complemento)Junín,

Tamiami, Tacaribe, Pichinde, Machupo, Paraná, Amaparí y Latino. Estos

virus han sido aislados de distintos lugares del continente Americano

comose puede ver en la figura l.
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FIGURA 1

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS MIEMBROS DEL COMPLEJO TACARIBE PERTENECIENTES

A LA FAMILIA ARENAVIRIDAE
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Unacaracterística de los arenavirus, es que la mayoría de sus

miembrosestánnestrechamente asociados a roedores, que sirven como

reservorios naturales.

Se asume generalmente que las infecciones crónicas causadas por

los arenavirus en sus huéspedes naturales, son asintomáticas, con mí­

nimoo ningún daño tisular y con transmisión vertical u horizontal,

comomecanismo fundamental por el que se perpetúan en la naturaleza.

Esta generalización de la relación virus-huésped se debe funda­

mentalmente a 1a gran cantidad de estudios realizados sobre 1a infec­

ción natural o experimental del ratón con LCM;mientras que los cono­

cimientos acerca de las interacciones de los demásmiembrosde la fa­

milia con sus reservorios naturales, son escasos o nulos.

Algunas de las falencias en el tema,se deben a que gran parte de

los virus de esta familia no representan riesgo biológico para el homL

bre, dado que no han sido asociados con ningún síndrome en particular,

y en consecuencia los recursos para investigar en esta área son desti

nados a otros agentes. En relación con los tres miembrosdel grupo que

causan patologías humanas, (Lassa, Machupoy Junín), los avances ob­

tenidos son un poco mayores, aunque no suficientes, y creo que se de­

be fundamentalmentea que dichos virus tienen distribuciOnes geográfi

cas limitadas, y los paises involucrados no cuentan con los resursos

e infraestructura adecuadaspara afrontar los riesgos de trabajo que

presentan las investigaciones de estos agentes, quedandofundamental­

mente en manos de organismos internacionales los avances en el tema.



1.3.1.

-22­

Afortunadamente la Fiebre Hemorrágiéa—Boliviana, cuyo agente causal es

el virus Machupo, se ha ido extinguiendo en forma natural y hace ya

varios años que no se registran casos humanos.

Con la intención de relacionar y comparar los datos de las infec­

ciones crónicas causadas por los arenavirus en sus huéspedes naturales

y los obtenidos en este trabajo, se reseñarán los principales conoci­

mientos de cada uno de los diferentes sistemas virus-huésped.

VIRUS MACHUPO Y LATINO

E1 virus Machupo,agente etiológico de la Fiebre Hemorrágica Bali

Viana, fue aislado en 1965. El virus Latino, al que no se lo asocia a

ninguna patología humana, fue aislado en 1970. Ambosvirus serán trata

dos en conjunto debido a que comparten su huésped natural, el cricéti­

do Calomxscallosus, cuyo hábitat se encuentra en las sierras bolivianas.

El virus Latino produce en el Calomzscallosus una infección cró­

nica no tolerante, sin viremia. Por el contrario el virus Machupoindu

ce una infección inmunotolerante con viremia persistente, en animales

recién nacidos. Cuando1a infección se realiza en animales mayores de

9 días de edad, se obtiene una infección con'respuesta dividida.Aproxi­

madamentela mitad de los animales infectados, presentan una respuesta

inmunotolerante, caracterizada por una marcada anemia hemolítica, esplg

nomegalia, viremia, viruria, y poca o ninguna producción de anticuerpos

neutralizantes o inmunofluorescentes. El resto de los cricétidos desa­

rrollan una respuesta inmunocompetente,con producción de anticuerpos



-23­

neutralizantes, fijadores de complementoe inmunofluorescentes, capa­

ces de clarificar la viremía; asimismono se observó esplenomegalia,

ni anemia, y la viruria fue mínimao nula.(93,94)

Los porcentajes obtenidos para una y otra respuesta a la infec­

ción, se vieron modificados al variar las dosis inoculadas.0bteniendg

se un considerable incremento en el númerode animales con respues­

ta tolerante cuando la dosis de virus inoculada decreció de 106 a

102 UFP/animal. El mismo fenómeno se observó al inocular roedores con

fenotipo cosanguíneo, sugiriendo la importancia de los factores gené­

ticos en la selección de una y otra respuesta.

El desarrollo de las infecciones con respuesta tolerante, está

acompañadode efectos a largo plazo, entre los que se encuentran: me­

nor desarrollo de los animales infectados respecto de controles sanos

y decrecimiento del tiempo de sobrevida. '

Los intentos de aislamiento viral así comola busqueda de antígg

nos específicos por inmunofluorescencia en los animales con respuesta

tolerante, han Sido exitosos a partir de casi todos los tejidos incluyen

do los órganos reproductivos. Las hembras crónicamente infectadas, si

bien se presentan anatómica y funcionalmente normales, resultan casi

siempres estériles, debido fundamentalmentea la infección fatal de los

embriones.

Por otro lado las hembras inmunocompetentes, que en algunos casos

elhninan pequeñas cantidades de virus por orina, resultaron tan fer-­

tiles comolos controles normales. El estudio de crías recién nací­
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das antes de que realizaran su primer lactancia, demostró la presencia

de pequeñascantidades de anticuerpos neutralizantes, y estos títulos

aumentaronrápidamente,alrededor de 4 veces respecto del título presea

tado por la madre,en la primer semana de vida. Animales destetados a

los 21 días de vida, nunca fueron infectados por sus madres. Pero en

los siguientes 40 ’días, se volvieron totalmente susceptibles a 1a en

fermedad. Este puede ser un posible mecanismomediante el cual se en­

cuentran roedores normales en poblaciones donde el virus está presente

en la mayoría de los individuos. (93,94)

Estos estudios experimentales del virus Machupoen Calomzscallo­

sus, demuestran muchos hechos en común con la infección del Musmuscu­

lus con virus LOW(sección 1.3.8 ), aunque también se encuentran dife­

rencias significativas, entre las que podemosincluir:

a) Ausencia de enfermedad aguda en Calome adultos infectados.

b) Desarrollo rápido y persistencia por largo tiempo de anemiabi

percrómicamicrocítica en cricétidos infectados recién nacidos.

c) Mayor reducción en el potencial reproductivo comoconsecuencia

de 1a infección neonatal.

d) Obtención de dos respuestas distintas en animales infectados des

pués de 8 días de vida. Cerca de la mitad de los roedores tienen todos

los marcadores de infección en recién nacidos, el resto desarrolla an

ticuerpos neutralizantes y clarifica 1a viremia.
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1.3.2. VIRUS LASSA

La fiebre de Lassa es una enfermedad que generalmente, se presen­

ta con cuadros muyseveros, caracterizados por involucrar la mayoría

de los órganos y cuyas manifestaciones son, miositosis, miocarditis,

neumonitis, encefalopatía, hepatitis y diastesis hemorrágica.

Esta enfermedad fue descripta en 1969 en el noroeste de Nigeria,

en la localidad de Lassa.Los estudios realizados sobre la ecología de

la enfermedad, han demostrado al Mastomzsnatalensis, comoúnica espe­

cie vertebrada salvaje infectada con virus Lassa.(99)

No han sido muchos los avances realizados sobre el virus Lassa y

su huésped natural. Unode los factores limitantes, es la necesidad de

trabajar bajo condiciones de alta seguridad, dado que son muchoslos cg

sos de infecciones fatales de laboratorio que se han registrado. Aún

así, se tienen datos de infecciones experimentales que permiten dar

una idea aproximada de esta infección.

La infección de Mastomzs neonatos, no causa ningún signo de en­

fermedadclínica o lesión histológica,a pesar de la presencia de virus

en sangre, nódulos linfáticos, hígado, bazo, pulmón, cerebro, orina y

secreciones de garganta por tiempo prolongado.

Este cuadro parecería apoyar la hipótesis del desarrollo de una

infección tolerante persistente, . fundamentalmentepor la falta

de lesiones, la ausencia o aparición tardía de anticuerpos fijadores

de complemento,baja eliminación viral y reactividad inmune, prove­

yendo estos hechos condiciones favorables para la eliminación y per­

duración del virus en la naturaleza .
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La infección experimental de Mastomzsadultos, no provoca síntomas

aunquepresenta altos títulos de virus en diversos órganos (nódulos lin

fáticos, sangre, hígado, bazo, pulmón, riñón, vejiga y cerebro), siendo

muymarcado el linfotropismo viral. Algunos animales eliminan el virus

de algunos órganos pero siempre existe persistencia en otros, generalmen

te cerebro y nódulos linfáticos. (6)

La respuesta humoral es pobre, dado que solamente el 20%de los ani­

males desarrollan anticuerpos fijadores de complemento.

Los estudios histopatológicos, demostraron solamente algunas menig

goencefalitis no muyseveras, comotoda anormalidad“

Los estudios sobre la relación virus-huésped son todavía prelimina

res, y poco se conoce acerca de los mecanismosde transmisión viral.Dado

que el número de animales inoculados no ha sido muy elevado

y sólo fueron estudiados durante cien días, aún no se puede asegurar que

en esta infección el virus clarifique lentamente, comosucede con la

infección de Sigmgdonhispidus con Tamiami, o si existe una respuesta

de tipo dividida, comoen el_caso de Calomzs callosus y virus Machupo.

VIRUS TAHIAMI

Los conochnientos actuales muestran que solamente dos arenavirus

han sido aislados en Américadel Norte,IÁ)1(distribuido universalmente),

y el virus Tamiami, miembrodel subgrupo Tacaribe.

Este virus fue aislado por primera vez en 1970por Calisher y col,

en la vereda de Tamiamien la península de Florida, donde su único hués­

ped natural, es la rata algodonera, Sigmgdonhispidus.
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El virus produce una infección diseminada en el cuerpo de su hués­

ped, pero resulta asintomática y varía con la edad del animal a1 momen­

to de la exposición al virus. (97)

Si se infectan animales de 2 días de edad, y se realiza un estudio

secuencial de la infección, se puede determinar la existencia de un tro

pismo linforeticular temprano, con mayorconcentración de virus y anti

geno viral en nódulos linfáticos, pulpa blanca esplénica, timo y médula

osea, a los 16 días p.i.. Asimismo, se detecta infección temprana de

megacariocitos.

Conposterioridad, a los 30 'días p.i., se puede detectar infección

en hígado y glándulas salivales, y un poco más tarde, a los 60 días p.i,

una importante producción de antígenos virales en riñón, corteza adrenal,

epitelio de tracto respiratorio y vejiga, aunqueun poco después de los

2 mesesp.i., 1a infectividad viral se negativiza en estos órganos.

La infección del sistema nervioso central, eS- poco productiva en

virus infeccioso, pero los antígenos virales se detectan en gran canti­

dad y progresivo aumentohasta el día 90 p.i., y posterionmente se man-a

tienen estables hasta el día 360 p.i.. (97)

En forma tardía, se pueden detectar focos de hiperplasia en retícu­

lo endotelial, y en algunos órganos blancos, pero nunca hubo evidencia

alguna de citonecrosis histológica o estructural.

La eliminación de virus y antígenos virales de los téjidos de 1a

rata algodonera, fue excepcionalmente baja. Este fenómeno estaría rela­

cionado con una pobre respuesta celular inmune. Los mecanismos de inmu­

nidad mediadospor células, son un factor decisivo en el tipo de res­

puesta del huéspedfrente a infecciones linfotrópicas, en particular las
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causadas por arenavirus. La presencia de antígenos virales en forma ma

siva en órganos linfóideos, sería un medio efectivo de reducir o abolir

la respuesta celular.

Estudios de inmunofluorescenciarealizados sobre células reticula

res y linfoides de ratas algodoneras crónicamente infectadas, presenta

ron igual morfología que las células linfoides de ratones "carrier" in

fectados con LCM.Este hallazgo. permitió a Murphyy col,postu1ar que

la saturación tempranade las células reticulares y linfoides con an­

tígenos virales, sería un equivalente funcional de una zona de alta tg

1erancia. (51)

Posteriormente Mims, demostró que en ratones infectados con LOW,

en los que se acumulanantígenos en los órganos, existe destrucción de

tejido linfoide, especialmente linfocitos T, explicando así uno de los

posibles mecanismospor los que se establecería una respuesta tolerante.

(48)

Las observaciones realizadas sobre la cinética de eliminación de

virus y antígeno viral, en Sigmodonhispidus crónicamente infectados,

demostraronuna recuperación tardía del sistema retículo-endotelial.

Dicha recuperación fue variable según los distintos órganos. En cuanto

a 1a respuesta inmune humoral, parece no tener ninguna importancia en

el establecimiento de 1a infección persistente con virus Tamiami. Con

1a contribución de los anticuerpos neutralizantes desde el día 23 p.i.,

se logra clarificar la virania completamente.Aúnasí no parece existir

remociónalguna de antígenos virales del sistema nervioso central, aún
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hasta el día 360 p.i. (51)

Los estudios realizados acerca de los mecanismosde transmisión

viral, han establecido que ocurre fundamentalmentepor exposición a

excreciones infectadas, siendo 1a saliva la vía más importante de
elnminación de virus.

Cuando se intentó infectar animales de mayor edad (21 y 90 días)

1a susceptibilidad a la infección resultó prácticamente nula. Del

grupo inoculado a los 21 días, se aisló virus solamente de un animal

y en bajo título, mientras que en los animales de 90 días, todos los

intentos de infección resultaron negativos. Los estudios de inmuno­

fluorescencia e histología, realizados sobre los mismosanimales, a­

rrojaron resultados similares. (97)

VIRUS PARANA

Poco es lo que se ha estudiado acerca del virus Paraná, desde su

aislamiento en 1965, a partir de los riñones de tres roedores 9525951;

buccinatus, en los bordes del río Paraná en Paraguay.

La falta de interés por este virus, tal vez sea debida a que este

agente no está asociado a patología humanaalguna, y que el rastreo e­

pidemiológico realizado sobre habitantes de la zona del aislamiento y

alejados de la misma, dio resultados negativos en el 100%de los casos

analiZados. Si bien este estudio epidemiológico se realizó sobre sólo

412 sueros, que sin ser un númeromuestral importante, indicaría que

la población no se encuentra expuesta al virus . (92)
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Conel objeto de determinar los posibles huéspedes naturales del virus

Paraná, se realizaron aislamientos virales a partir de roedores captura

dos en la zona del primer aislamiento. Sobre un total de 6 especies cri

cétidas y 2 murinas, solamente se obtuvieron resultados positivos en

orzzomzsbuccinatus. Tambiénse practicaron estudios serológicos a par­

tir de los sueros de los animales capturados, siendo negativos todos los

intentos de dosar anticuerpos neutralizantes, inclusive en las muestras

de Qerome buccinatus.

Si bien estos resultados son preliminares y escasos, podrían suge­

rir la existencia de una respuesta de tipo tolerante a 1a infección, en

forma análoga con lo que sucede en los modelos de LCMy Hachupo.

VIRUS PICHINDE

El virus Pichinde, fue aislado en el valle del mismonombre en C9

lombia en 1965.

El aislamiento se realizó a partir de cerebro, corazón, pulmón,

higado, bazo, riñón, glándulas salivales, suero y orina, del roedor

Qerome albigglaris.

También se pudo determinar por experimentos de capturas sucesivas

de ejemplares de szzomxs, que estos animales presentan viremia persis

tente, mientras que la eliminación de virus por orina no es persisten

te. (84)

Los estudios serológicos, demostraron la presencia simultánea de

anticuerpos fijadores de complementocon virus en Sangre.
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En un intento de relacionar al virus Pichinde con alguna posible

infección humana, se recolectaron sueros de habitantes de zonas pró­

ximas o alejadas de donde se realizaron los primeros aislamientos.

Las muestras füeron ensayadas por fijación de complementocontra

virus Pichinde, y sólo el 2%de las muestras fueron positivas, aunque

con títulos muybajos. (84)

. VIRUS TACARIBE

Este virus fue aislado en 1963 en Trinidad, del murciélago

Artibeus en una ocasión, y en otra oportunidad de un "pool" de mos­

quitos. (34)

Este agente no ha sido objeto de estudios en sus huéspedes

naturales, pero si en sus aspectos bioquímicos y biológicos, dado

que presenta reactividad serológica cruzada con el Virus Junín, por

lo que no se descarta comomedio de lucha contra la Fiebre Hemorra­

gica Argentina.

VIRUS AWHUWUII

Este virus fue aislado en 1964 en Serra do Navío, en el territo­

rio de Amapá,Brasil. El aislamiento se realizó de dos eSpecies de rog

dores, Neacomysguineae y Oryzomyscapito.

Los estudios serológicos realizados en grzzomxs capturados en el

área de Serra do Navío, mostraron que los sueros de dichos animales

poseían anticuerpos fijadores de complemento,pero no neutralizantes.

(63).
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El virus Amaparí no ha sido asociado a ningúna patología humana,

y los estudios epidemiológicos realizados en pobladores de la zona de

aislamiento, arrojaron resultados negativos, por lo que se puede con­

cluir en forma preliminar, que no existen infecciones inaparentes en

humanos. (63)

'VIRUS DE LA CORIOMENINGITIS LINFOCITARIA (lflfl

El virus LOWfue descubierto en 1934 casi simultaneamente en tres

lugares distintos de los Estados Unidos. Armostrongy col., aislaron

el agente de un monoque había sido inoculado con el virus de la Ence­

falitis de St. Louis; Rivers y Scott, aislaron S cepas de virus en pa­

cientes con meningitis; y Traub reveló la presencia del virus en una

colonia de ratones albinos. (85)

Aunquehan existido distintas denuncias de infecciones humanas

con LCM(fundamentalmente en laboratoristas), el número de casos ha

sido bajo y afortunadamente muypocos han resultado fatales.

En los primeros tiempos luego del aislamiento, se asoció al ratón

blanco comohuésped del virus, pero más tarde se demostró que el giga

musculus era el principal reservorio del virus en la naturaleza.

Esto fue demostrado cuando en 1939, se detectó virus en ratones

grises caseros, y dichas infecciones murinas se correlacionaron con cg

sos humanos de LCMen los mismos lugares. (85)

Esto fue más tarde corroborado por distintos investigadores, y en

1a actualidad se sabe que el mayorreservorio natural del virus es el
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ratón'doméstico. La transmisión del agente del ratón a1 hombre, aún

no está aclarado. Algunos experimentos realizados con artrópodos, como

vectores, han dado resultados satisfactorios pero no concluyentes al

respecto. (85)

Los primeros estudios realizados en el tema de la relación virus­

huésped, mostraron que existen dos tipos fundamentales de respuesta,

dependiendo de la edad del animal en el momentode la infección:

a) Infección persistente con larga sobrevida, presentada por los

ratones infectados congénitamente. Tales animales no muestran signos

de enfermedad por muchosmeses. Ademástienen una elevada resistencia

a 1a sobreinfección por vía intracerebral (i.c.). A pesar de esto, no

se encontraron anticuerpos neutralizantes, aunque_ se detectaron ocasyg

nalmente anticuerpos fijadores de complemento.

b)Infección aguda, presentada por animales infectados en edad adul

ta, seguida por una rápida eliminación del virus en los sobrevivientes.

La aparición de anticuerpos fijadores de complemento,sedetecta rápi­

damente en el suero de dichos animales, aunque la presencia de anticuer

pos neutralizantes ha sido cuestionada por muchotiempo.

RATONES INFECIADOS CONCENITAMENTE

Los ratones infectados congénitamente presentan un estado de per­

sistencia viral, que los transforma en portadores crónicos. Dicho es­

tado ha sido expresado como"infección tolerante persistente". El esta­

do inmune de estos animales también recibió la denominación de "inmuni­

dad tolerante", en contraste con la "inmunidadactiva" que presentan

los ratones adultos después de la infección aguda.
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Los portadores crónicos parecen ratones normales por muchosme­

ses, y gran parte de ellos a lo largo de toda su vida, a pesar de

poseer grandes cantidades de virus en sus órganos, sangre y descar­

gar virus continuamente en orina, secreciones nasales, heces, leche

y esperma.

Estos animales no poseen ningún mecanismo que les penmita lim­

piar el virus de sus organismos.

Además, en contraste con lo que sucede en la infección aguda

del ratón adulto, estos ratones pueden infectar a ratones nonmales

por contacto directo, sexualmente o durante el período de lactancia.

En relación con la transmisión vertical, todos los embriones de cama

das provenientes de hembrascrónicamente infectadas, resultan infec­

tados. Esta infección se produce a través del huevo, que se gesta en

un medio muycontaminado con virus. Pero cuando las crías provienen

de hembras sanas cruzadas con machos crónicos, no todas las camadas

resultan infectadas, y en aquellas que si ló están, no siempre se pue

detectar antígeno en todas las crías. (51)

La inmunidadde los ratones congénitamente infectados, está caras

terizada por una resistencia a la infección intracerebral a lo largo

de toda su vida. Dadoque.se sabe, que embriones y recién nacidos no

son capaces de desarrollar respuesta inmunehumoral o celular alguna con

tra el virus, la única explicación plausible para este comportamiento

es que sea debido a la acción de células infectadas, mediante algún mg

canísmode interferencia viral, que no sería interferón, ya que se ha

demostrado1a ausencia de este antiviral en los ratones "carrier".
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Ademáseste mecanismode interferencia o bloqueo a 1a infección

intracerebral, es débilmente activo contra otros virus que son inocu­

lados en los mismos ratones, con lo que quedaría demostrado un fenó­

menointerferente selectivo.(90)

En los ratones infectados congénitamente, ha sido imposible de­

mostrar la presencia de anticuerpos neutralizantes, aunqueocasional­

mente se ha detectado la presencia de anticuerpos fijadores de com­

plemento en bajos títulos, y también anticuerpos específicos por el

uso de la técnica de inmunofluorescencia. (58)

.La tolerancia inmunológicapresente en estos animales dura toda

su vida, pero es importante destacar, que la mismaes virus específi

ca. Esto ha sido comprobadoen animales persistentemente infectados

con LOWa los cuales se los ha infectado con otros virus, encontran­

do que los mismosdesarrollan anticuerpos neutralizantes contra el

nuevo agente. (58)

Aunquelas respuestas a la infección de los embriones y recién

nacidos son sustancialmente iguales, Traub y'col. han demostrado,

la existencia de algunas diferencias entre ambosmodelos. Por ejemplo,

se ha encontrado que la cepa WCCde LOWes altamente virulenta para

recién nacidos cuando es inoculada por vía i.c., mientras que los em­

briones de madres crónicamente infectadas con la misma cepa, no mostra

ron síntomas de enfermedad, aún cuando tenían grandes cantidades de ui

rus en sus vísceras al momentode nacer.

Otra diferencia observada entre ambosmodelos de infección, es 1a

presencia de anticuerpos fijadores de complementoen bajo título y que
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se pueden dosar más comúnmenteen recién nacidos, que en los animales

infectados congénitamente. (66,85)

Otro fenómenointeresante que se presenta en la infección de re­

cién nacidos es la aparición de un "síndrome tardío", descripto por

Hotchin en 1962.(29) Dichos animales aparecen aparentemente sanos

por aproximadamente10 meses, luego de los cuales se manifiestan sig­

nos de enfermedad, y finalmente mueren. Este comportamiento fue con­

firmado con posterioridad comouna regla general , por la cual, rato

nes jóvenes congénitos o neonatos "carrier",que se presentan aparente

mente sanos, más tarde desarrollan una enfermedad desgastante. La sin­

tomatplogía de esta enfermedad se caracteriza por cambios degenerati­

vos en ojos y piel, pérdida de motilidad; histológicamente se observan

fundamentalmenteafectados los riñones, lo que se correlaciona con una

disfunción renal. Las lesiones observadas son, glomerulonefritis y vas

culitis necrotízantes. Oldstoneestableció la interrelación entre esta

enfermedad y la deposición de complejos inmunes. Ademásse demostró

que los complejos inmunes están fonmadospor anticuerpos específicos

del huéspedcontra las proteinas estructurales más importantes del vi­

rus, concluyendo que los complejos depositados están compuestos por

viriones de LOWe inmunoglobulina G del ratón. Por otra parte el virus

eluido de estos complejos resultó infecciosó.(56,57)

Conposterioridad, se intentó discernir si las alteraciones pato­

lógicas observadas en riñón eran mediadas por los complejos inmunes

solamente, o debidas a injuria viral directa. Coneste fin Lehmann-Gq¿
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be, intentó la búsquedade ratones persistentemente infectados libres

de complejos inmunes; Examinandoratones domésticos que eran portado­

res de segunda generación, es decir, descendientes de ratones que ha

bían sido persistentemente infectados por inoculación de homogeneizg

do de órganos de ratón portador salvaje. A los 12 meses, los ratones

fueron sacrificados y los exámenesinmunohistológicos de riñón , ple

xo coroideo, piel, hígado, bazo, y sistema nervioso central, demostra

ron que no existían complejos inmunes, ni cambios patológicos en el

100%de los animales estudiados. Los títulos virales obtenidos de mues

tras de sangre y tejidos, fueron similares a los títulos de ratones

adultos endocriados o exocriados,persistentemente infectados por ing

culación neonatal con cepas de LOWde laboratorio, muchos de los

cuales desarrollaron enfermedad por complejos inmunes.(85)

Estos resultados demostraron que el virus no causa destrucción

citopática de células, ni alteraciones funcionales, sino que la pato

logía observada es producto exclusiVo de los complejos inmunes.

Otros dos hechos para remarcar en el ratón "carrier" son:

l) La existencia en forma variable, pero frecuente, de un gran

número de antígenos libres, como se demuestra por métodos inmunohis­

toquímicos.

2) La constancia de virus en los tejidos, estableciendose un ti­

po de estado estacionario entre la pérdida de virus debido a la excrg

ción o decaimiento natural y 1a producción viral.

De estos dos hechos surgen dos interrogantes principales:
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¿ Qué factor(es) media(n) la protección de las células que no se

presentan infectadas, contra el virus infeccioso?

¿ Cómose regula el nivel estacionario del virus en el huésped ?

Las respuestas a estos interrogantes están todavía en el campode

1a especulación, y las hipótesis, aunquevariadas, se pueden resumir

en la combinaciónde los siguientes factores:

- existencia de partículas PI

—efecto de un factor genético de resistencia

—existencia de una fase refractaria de las células después de un

paso de síntesis viral.

Otras causas contempladas podrían ser, comose lo ha demostrado,

que distintos tejidos del ratón soporten preferencialmente la repli­

cación de variantes virales. Estas variantes son conocidas por su ca­

pacidad de interferir con cada una de las otras, y así contribuir a

la regulación. El interferón, por otro lado, pareciera no tener nin­

gún rol, por la simple razón que no es posible detectarlo en ratones

"carrier".

Además, en la respuesta del ratón a la infección con LOWes hn­

portante las caracteristicas genéticas de la cepa de animales utili­

zados. Por ejemplo, la cepa de ratones usada por Oldstone y Dixon,

produce anticuerpos rápidamente, aunque los mismosno eliminan la vi­

remia. También sufren enfermedades inmunes tempranas y muy severas,

mientras que los animales utilizados por Mimsy Traub en 1939, fueron

la otra punta del espectro.
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Existen evidencias de que 1a respuesta inmune por 1a inoculación

de LCM,así como, la susceptibilidad a la enfermedad inmunopatológica

está asociada con el locus mayor de histocompatibilidad H-Z. (28)

INFECCION AGUDA DEL RAJON ADULTO

La infección del ratón adulto con Lihlresulta en una patología

con síntomas neurológicos agudos. Aquellos que se recuperan, eliminan

el virus del organismo, con desarrollo de una respuesta inmuneproteg

tora.

Los estudios histológicos de los ratones agudos, demuestran la

existencia de importantes infiltrados meníngeos,que causarían la sin

tomatología neurológica, a través de un efecto de presión o a causa de

la presencia de una sustancia tóxica presente en el infiltrado.(74)

Esta idea fue completada más tarde por Hotchin en 1958, cuando

propuso que el virus LCMes solamente patógeno para el ratón si este

responde inmunológicamente a 1a infección, dado que es capaz de iniciar

una infección persistente inaparente cuandoexiste tolerancia inmunoló­

gica en estos animales.(31)

Estos hechos permiten inferir, que tanto 1a enfermedad letal como

la infección tolerante persistente, dependende la aparición de nuevos

antígenos sobre la superficie celular. Estos antígenos inducidos por

el virus, estimularían un conflicto inmunológicoen el ratón adulto

(dirigido a la eliminación del patógeno) 0 se iniciaría la tolerancia

inmunológicaen el ratón recién nacido, lo cual penmitiría por otro la

do, que el virus pueda mantener una infección sin manifestaciones clí­

nicas.
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El concepto de enfermedad inmune para la infección aguda del ra­

tón con LOW,está apoyada por la prevención en forma completa de la

enfermedad mediante el uso de cortisona, radiación X, timectomía, in

munosupresoresquímicos y sueros antilinfocitos y antitimocítos.

Por lo tanto, los eventos básicos de la patogénesis de LOW,re­

sultan de la elección entre las posibles alternativas de respuesta

inmuneque puede desarrollar el huésped. En consecuencia, dependerá de

si esta respuesta es positiva, o sea inmunidadactiva con supresión

de virus, o negativa, comoes el caso de la tolerancia o parálisis in

munológica.

Existen sin embargo, argumentos encontrados con el concepto am­

plio de Burnet y Fenner, de tolerancia inmunológica para la infección

con LOW.Esta alternativa liderada por Oldstone, propone la existencia

de una "tolerancia dividida". Esta posición está sustentada en la exis

tencia de anticuerpos contra los principales componentesvirales, for­

mandoparte de los complejos inmunes o circulando libremente, en los

ratones "carrier".

Otro hecho de importancia, es la respuesta obtenida en ratones a­

dultos inoculados con altas dosis de virus (dosis inmuno-paralizantes)

o tratados con sueros antilinfocítico o antitimocítico, en los que se

encuentran altos títulos de anticuerpos fijadores de complementoe in­

munofluorescentes, pero no neutralizantes. Además,bajo estos trata­

mientos se establecen infecciones persistentes, marcandoclaramente

.que la respuesta humoral no previene 1a víremia, y que 1a supresión vi

ral sólo ocurre comoresultado de una respuesta de tipo celular.
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También se ha observado que inoculando ratones adultos inmunocompeten­

tes, los anticuerpos neutralizantes aparecen recién cuandoel virus ha

sido suprimido, o sea , meses después de 1a infección. Todo esto llevó

a postular la existencia de una "tolerancia dividida", en la que el

compartimiento inmunológico B o humoral, sería reactivo. (56)

Por lo tanto, se puede concluir que 1a alternativa de que un ani­

mal adulto infectado muera o se recupere, se debe al balance entre

dos factores interdependientes:

l) 1a existencia de las modificaciones inducidas por el virus sg

bre 1a superficie de las células de los órganos considerados blanco .

2) la eficiencia del proceso de inducción inmune, que llevará a

la generación de linfocitos T efectores, que removerían y destruirían

las células modificadas.

Comoya se expresó anteriormente, el último punto es tal vez la

piedra angular del mecanismode prevención de 1a enfermedad en los ani

males "carrier" (congénitos o recién nacidos), o sea la inhibición de

1a respuesta inmunede los linfocitos mediada por virus. Numerososaii

lamientos han demostradopequeñas cantidades de virus persistiendo en

el sistema retículo-endotelial, lo que podría causar el citado efecto.

Lehmann-Grube ha postulado un mecanismopor el cual el virus in­

fecta específicamente a los linfocitos T programadosen su contra, a

través de receptores específicos. Este proceso llevaría a 1a destruc­

ción temprana de los clones de linfocitos T, impidiendo su amplifica­

ción y posterior respuesta. Esta teoría fue fundamentadasobre la base
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de que las células T de ratón lactante pueden ser infectadas por LCM,

mientras que las mismasde ratón adulto son refractarias a 1a infec­

ción. (67)

VIRUS JUNIN

La.población rural del centro de nuestro país, esta expuesta des

de hace aproximadamente 30 años a una enfermedad infecciosa endemo-epi

démica de etiología viral, llamada Fiebre HemorrágicaArgentina (FHA),

más comunmenteconocida como "mal de los rastrojos".

La sintomatología clínica se caracteriza por hipertermia, con al­

teraciones hematológícas, cardiovasculares, digestivas, renales.y neu­

rológicas.

La mayoría de los pacientes se recuperan de la enfermedad, pero

aproximadamente el 15%muere.

Si bien esta nueva enfermedad tenía antecedentes comotal desde

1953, se supone que los primeros brotes se produjeron en 1943, siendo

enmascaradospor otras enfermedades de sintomatología similar.Pero fue

en 1958, en que simultáneamente los grupos del Dr Parodi y del Dr. Pi­

rosky, aislaron el virus a partir de sangre y órganos de pacientes in

ternados en el Hospital Regional de la ciudad de Junín, nombre con que

se denominóa1 virus.(60,65)

La relación biunívoca, enfenmedad-agenteetiológico, se estableció

en base al aislamiento del virus, lo cual se consiguió'al hallar anima­

les sensibles para la propagación del mismo,detección de anticuerpos

específicos contra el virus en sueros de convalecíentes y por 1a ino­
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culación voluntaria en humano.Este último experimento, reprodujo la

enfermedadnatural, y posteriormente se pudo recuperar el agente cau­

sal de la sangre del voluntario.

Los casos de FHAregistrados hasta 1958 provenían de un área

relativamente pequeña de la pampahúmedadel noroeste de la provincia

de Buenos Aires (16.000 km2). Posterionmente, la región endemoepidémi

‘ca se extendió año a año, llegando en 1a actualidad a 100.000 km2.

(42) (ver figura 2)

La expansión del área endémica, implicó el consiguiente aumento

en el númerode habitantes expuestos a la infección, llevándolo de

25.000 en 1958 a más de 1.000.000 de habitantes en 1982.

La mayorparte de los pacientes son trabajadores rurales, es­

pecialmente aquellos que desempeñansus tareas en campos cultivados

con maíz, sorgo o girasol. Por otro lado, la época de cosecha de es

tos cereales, coincide con los picos epidémicos de la enfenmedad , en

tre abril y junio, que además concuerda con una mayor densidad de roe­

dores, especialmente del género Calomys, en las mismas áreas rurales.

(75,87)

Los estudios realizados para determinar los reservorios naturales

del virus, condujeron a1 aislamiento del agente infeccioso a partir de

ácaros y roedores de la zona endémica. (59,61,76) Posterionmente, no

se pudo demostrar la importancia de un artrópodo comovector en la

transmisión del virus desde el reservorio roedor al hombre.

Mediante estudios realizados a campo. por los equipos de Parodi(59)

y Sabattini (75,76), se demostró la importancia de los cricétidos cam­
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FIGURA 2

AREA ENDEMICA DE FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA
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pestres en el ciclo natural del virus Junín. Si bien el virus se ais­

16 a partir de tres especies (Akodonazarae , Calomxs laucha y 93197

mzs musculinus), la última especie demostró ser la más importante en

la cadena epidemiológica, dado el elevado númerode aislamientos p0­

sitivos obtenidos a partir de dichos animales. Otro hecho que señala“

a esta especie, es su dominancia numérica sobre las otras dos men­

cionadas.

Kravetz y col, han realizado importantes aportes en este último

aspecto, o sea, 1a ecología y el control de los roedores involucrados

en la FHA.Estos estudios demuestran que la fauna de 1a zona endémi­

ca, presenta distintas especies de cricétidos (Akodon,grzzomzs y ggf

lgmxs). Si bien, las especies del género Akodonson las más abundantes

en ambientes estables, la actividad agrícola, con las modificaciones

edáficas que ella involucra, determina la destrucción de cuevas y va­

riaciones en el hábitat natural, que afecta fúndamentalmentea dicho

género. Estas modificaciones ecológicas permiten que en los camposcul

tivados se seleccione con mayorfacilidad la especie C. musculinus,

que es la que tiene mayor capacidad de incremento poblacional, quedan­

do las otras especies relegadas a los bordes de dicho hábitat, que se

mantienen estables. (36)

Este fenómeno, así como . la elevada susceptibilidad del Simps­

culinus a contraer infecciones persistenteS' con virus Junín, lo han

señalado comoel principal reservorio natural del virus.

Otro estudio similar, realizado en la Provincia de Córdoba, por



-46­

Sabattini y col., demostró que el género C. lancha era numéricamente

dominante en la estructura de la comunidadde roedores. Este hecho,

juntamente con los elevados títulos de virus obtenidos de isopados

bucales de estos animales, hacen pensar en este género comouna alter

nativa o segundo reservorio respecto del C. musculinus.

Los conocimientos sobre la relación virus-huésped, han tenido en

el equipo de la Dra. Sabattini los principales aportes, y están basa­

dos fundamentalmenteen el esclarecimiento de los aspectos ecológicos

y biológicos, que influencían el mantenimientodel virus en la natura

leza. Especialmente se han estudiado los aspectos relacionados con las

vías de eliminación y transmisión del virus entre los roedores, más

que aquellos relacionados con los mecanismos íntimos que determinan 1a

persistencia viral en el organismodel huésped.

Los estudios realizados,se han basado en experiencias de captura,

liberación y recaptura, y por inoculación experimental de cricétidos

libres de virus.

Conel objeto de establecer la importancia de las vías de elimi­

nación Viral, se estudiaron muestras de orinas e isopados bucales de

roedores atrapados en el área endémica. Se detectó viruria solamente

en la especie C. musculinus, en tanto que los intentos de aislamiento

viral a partir de isopados bucales, fueron positivos en un númeroim­

portante de animales pertenecientes a cuatro especies distintas (g;

musculinus 64/230; C. laucha 21/98; A. azarae 3/76 y Musmusculus 2/32)

(76). Ademásse observó que los animales crónicamente infectados pre­
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sentan viremias persistentes.

Trabajos previos de la mismaautora, demostraban que la propor­

ción de aislamientos positivos a partir de sangre, órganos o iSOpa­

dos bucales, tiene inportantes variaciones en su efectividad según

la época de captura de los animales, siendo la más propicia la que

coincide con los meses de mayor incidencia de la FHA.

Los estudios realizados con animales infectados experimental­

. mente, involucraron distintas especies de roedores. Se dedicó es­

pecial interés al estudio virológico de los órganos, dado que se

habían encontrado altos títulos de virus en los cerebros de anima­

les que no presentaban viremia al momentode la captura, demostrando

"a priori", un balance entre la capacidad del virus para replicar

en el roedor y la habilidad de la respuesta inmunepara clarificar­

lo.

Los experimentos realizados con A. azarae adultos, inoculados

.porvía i.p. o i.c., tuvieron resultados negativos tanto en los in­

tentos por detectar virus en sangre u órganos, así como, antígenos

fijadores de complemento.Los estudios serológicos demostraron la pre

sencia de anticuerpos fijadores de complementoa partir del día 10

p.i.. (76)

Cuando se inocularon A. azarae de 6 a 8 días de edad, se obtu­

vieron resultados similares a los anteriores, aunquela respuesta de

-anticuerpos fijadores de complementofue un poco más tardía (30 días).
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Tambiense realizaron inoculaciones experimentales en;e1 género

A. obscurus. Con este modelo, se obtuvo una respuesta humoral tempra­

na, pero la eliminación de virus por saliva, así como, la presencia

de víremia, fue en casi todos los ejemplares estudiados negativa. Por

otro lado, los conocimientos de la infección natural de esta especie

con virus Junín no son suficientes, dado que son muyraras las capq¿

ras de estos animales.

Los resultados obtenidos con la inoculación experimental de g¿mus­

culinus neonatos, demuestran el alto potencial de la especie comore­

servorio del virus Junín. Si bien los experimentos se realizaron con

un númeropequeño de animales, la mayoría de ellos presentaron virus

en cerebro, sangre e hisopado bucal.

La importancia de las glándulas salivales comoórgano blanco de

la multiplicación viral, quedódemostradodefinitivamente en un tra­

bajo realizado por Martínez Peralta y col. (43,44)

El estudio se realizó analizando los órganos de C. musculinus ul

fectados naturalmente en cautividad, por contacto con animales previa­

mente infectados por vía i.n..

Sobre seis animales estudiados, dos desarrollaron viremias cróni­

cas y bajos títulos de anticuerpos fijadores de complemento.Además

presentaron altos títulos de virus en glándulas salivales.

Los estudios de microscopía electrónica, demostraron 1a existen­

cia de partículas virales en glándulas salivales, cerebro y hepatoci­

tos aislados. El resto de los animales presentaron viremias leves so­

lamente en los primeros momentosde la infección y todos ellos desa­
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rrollaron anticuerpos fijadores de complemento.

Los estudios realizados para determinar las vías de transmisión,

demostraron que la transmisión horizontal por contacto directo es la

más importante. No se observó infección congénita, y solamente se

observó transmisión vertical post-natal. (76)
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2. OBJETIVOS

Los estudios realizados para combatir la FHA,están dedicados

fundamentalmente al desarrolló de vacunas que prevengan la enfermedad.

Si consideramos, que la cadena epidemiológica de 1a enfermedad está

constituida por dos eslabones principales: el hombrey el Calomzsmus­

culínus (reservorio natural), se observa que poco o nada se ha hecho

para cortar dicha cadena al nivel del eslabón roedor.

La idea que fundamentaeste trabajo de tesis, es el estudio de

la infección persistente del Calomzsmusculinus con virus Junín, en

base a objetivos que no se pueden alcanzar en los experimentos rea­

lizados a campo.

Coneste fín, se propuso un sistema experimental basado en la

inoculación del Calome musculinus con la cepa atenuada XJ C13 de
virus Junín.

El objetivo principal, es 1a caracterización de la respuesta per

sistente del cricétido infectado, esperando que los resultados de es­

ta investigación puedan contribuir a la lucha contra la enfermedad.

Además, se intentará obtener información que ayude a la comprensión

de los fenómenosde persistencia viral "in vivo", y poder convertir

este sistema en modelo de infección crónica; aportando conocimientos

de implicancia biológica de caracter primario.



3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.2.

3.2.1.

-51­

. MATERIALES Y METODOS

11.112

Virus Junín;

Se utilizó la cepa atenuada de virus Junín denominadaXJ Cl3 (18),

mantenida en el laboratorio por pasajes en cerebro de ratón blanco.

La cepa fue utilizada en el pasaje 13 posterior a su clonado, con

un título aproximado de 108 UFP/mlen células vero.

Virus de la Estomatitis Vesicular CVSV)

Se trabajó con la cepa Indiana. Los stocks se prepararon en cé­

lulas vero o L. Se cosechó el virus del sobrenadante de los cultivos

8 UFP/ml en cé ­a las 24 hs p.i.. Los títulos fueron del orden de 10

lulas vero.

Animales

Calomxs musculinus

Los C. musculinus utilizados en este trabajo, provinieron de la

colonia establecida en nuestro laboratorio en el año 1980. La mismafue

originada a partir de 4 parejas de animales,provistas gentilmente por

la Dra. Marta Sabattini, que eran parte de una colonia iniciada con

animales capturados en zonas libres de FHA.

La caracterización citogenética, bioquímica y de parámetros mor­

fométricos de la colonia, fueron realizados por D' Aiutolo y col (11),

confirmando que los cricétidos pertenecían a la especie Calome mus­

culinus.

Los cricétidos se crían actualmente en el bioterio de Microbiolg

gía de 1a Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA.
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Los apareamientos se efectúan en forma exogámica, de forma de

imitar las condiciones naturales de reproducción de este roedor.

Los intentos de iniciar una cepa endocriada, no han superado

1a cuarta generación, tras la cual no se ha podido obtener aparcamien

tos exitosos.

Se ha establecido que el período de gestación es de 20 a 21 días

y que el tiempo óptimo de destete de las crías, no debe superar los

23 días.

El plantel de animales, se ha organizado siguiendo las normas

utilizadas en el bioterio del Instituto Nacional de Fanmacologíapara

otros roedores. Se tienen dos planteles de producción, uno monogámico

que provee los animales que enriquecen la colonia, y otro poligámico

de donde se obtienen los animales para experimentación.

Sé ha notado que estos cricétidos son muysensibles a cambios te;

micos, así como, a elevados niveles de ruido, lo que se traduce en una

disminución de la producción de crías. Por dichas razones, se ha debi­

do climatizar la sala donde se encuentra el plantel de animales a una

temperatura aproximada a los 23°C, así como, tratar de minimizar los

ruidos externos al recinto.

La colonia es controlada periódicamente para descartar posibles

infecciones persistentes con virus Junín o ILNLcon este objeto se

sacrifican animales elegidos a1 azar, y se tomanmuestras de sangre

y encéfalo. Estas muestras son homogeneizadase inoculadas en ratones

lactantes o adultos por vía i.c.. Así mismo,se realizan pesquisas de
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anticuerpos neutralizantes anti-virus Junín en los sueros de los mismos

animales.

Ratones

Se utilizaron ratones albinos, cepa OF], de 24 - 48 hs de vida pa­

ra aislamientos y titulaciones de virus, y ademáspara la preparación

de los stocks de virus Junín.

3.3. Cultivo de tejidos

3.3.1.

3.3.2.

Células Vero

Se utilizó la línea continua proveniente de riñón de monoverde

africano, Cercopithecus aethiops, denaninada Vero.

La línea fue mantenida por repiques semanales en medio MEM(medio

esencial mínimo de Gibco), adicionado con 5%de suero de ternera inac­

tivado, y 50 ug/ml de gentamicina.

Esta línea se usó para preparar los stocks de virus en cultivo de

tejidos, y para 1a titulación de los materiales en estudio por el mé­

todo de unidades formadoras de placas bajo agar. Se la empleó entre los

pasajes 150 y ZOO.El medio de mantenimiento usado fue MEM,adicionado

con 3%de suero de ternera inactivado, y 50 ug/ml de gentamicina.

Células L-929

Para determinar la presencia de interferón en los animales infec­

tados, se utilizó la linea continua de fibroblastos de ratón L-929, da

da su sensibilidad al interferón de dicho animal.

La linea se mantuvopor repiques cada 3 o 4 días, utilizando me­

dio MBWsuplementado con 10%de suero de ternera inactivado, y 50%ug/ml

de gentamicina.
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3.4. Preparación de stocks de virus Junín

a) En cerebro ratón blanco

Ratones albinos de 24 a 48 hs de edad, fueron inoculados por vía

i.c., con 0,02 ml de medio de cultivo que contenían 103 dosis letales

50%para ratón (DLSO)de virus Junín.

Los animales inoculados, se sacrificaron por decapitación a1 7°

día p.i.. Se cosecharon los cerebros, con los que se preparó un homo­

geneizado al 10%p/v en una solución tamponada de fosfatos (PBS) iso­

tónica de pH 7,4, suplementada con 10%de suero de ternera.

La suspensión se centrifugó a 10.000g, durante 45 minutos, uti­

lizando el sobrenadante comofuente de virus. Todo el procedimiento

se realizó a 4°C.

El stock se fraccionó en alícuotas de 0,5 ml y se almacenó a

-70°C, determinandose su infectividad por el método de unidades for­

madoras de placas bajo agar y/o dosis letal 50%para ratón blanco.

Por otra parte, se comprobóla esterilidad bacteriológica, antes

y después del proceso de fraccionamiento, sembrando 0,2 m1 de muestra

en caldo tioglicolato y caldo nutritivo.

b) En células Vero

Células Vero en confluencia, se inocularon con virus Junín con

una multiplicidad de infección de 0,1 UFP/cél. Se dejó adsorber duran­

te l h a 37°C, con agitación periódica. Luegose descartó el inóculo

y se cubrieron las monocapas con medio de mantenimiento. Comofuente

de virus se cosecharon los sobrenadantes a las 72-96 hs. Con el obje­
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to de eliminar los restos celulares, los sobrenadantes se centrifugaron

durante 15 min a 1.800 g.

El stock se fraccionó, almacenóy controló su esterilidad,

comose explicó en el punto anterior.

Procesamiento de las muestras de sangre y suero

Los animales fueron sangrados a través del plexo venoso re­

tro-orbitario inmediatamenteantes del sacrificio.

La sangre obtenida, se fraccionó en 2 alícuotas. Unade ellas,

se almacenóa -70°C, para los posteriores estudios de viremias. La alí­

cuota restante, se mantuvoa 4°C durante 24 hs, luego se centrifugó

a 2500 g por 15 min.y:se recogió elusobrenadante. El suero, así ob­

tenido, se fraccionó y se conservó a -20°C, para su utilización en

los estudios serológicos.

Estudios serológicos: Prueba de neutralización

Estos estudios se llevaron a cabo utilizando la técnica de

neutralización, suero variable-virus constante.

Para realizarla, se diluyeron los sueros 1/5 en medio de man­

tenimiento, y se inactivaron a 56°C durante 30 min. Luego, se diluye­

ron sucesivamente al medio o al tercio, desde 1/5 hasta la dilución

conveniente para cada muestra ensayada.

Posteriormente, se mezclaron volúmenes iguales de virus Junín

(conteniendo 1000 UFP/ml),con las diluciones de suero a ensayar. y

se incubaron 1h a 37°C. Simultáneamente, se incubaron mezclas contro­

les, de virus con suero de C. musculinus sin infectar.
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Al finalizar el período de neutralización, se midió la in­

fectividad residual por el métodode titulación de unidades forma­

doras de placas bajo agar;

Los titulos de los sueros se expresaron como1a inversa de

la máximadilución que reduce el 80%de las placas respecto del con­

trol.

Aislamiento y titulación de virus

Las muestras de órganos (cerebro, riñón, corazón, pulmón,

adrenales, timo, glándulas salivales, bazo, ganglios linfáticos,

hígado y páncreas) de los distintos animales que fueron utilizados

para aislamiento y titulación viral, se homogeneizaronal 10%p/v

en PBS suplementado con 5%de suero de ternera.

Las suspensiones obtenidas, se centrifugaron a 10.000 g por

45 min, en frío. Los sobrenadantes se fraccionaron y fueron conserua ‘

dos a -70°Chasta su utilización.

Los aislamientos virales se realizaron inoculando ratones

albinos de 24-48 hs, por vía i.c. con 0,02 ml de la muestra. Los ani

males se controlaron durante 21 días, registrándose 1a morbimortalir

dad.

Los aislamientos fueron considerados positivos, cuando los

ratones presentaban‘los signos neurológicos característicos de la

encefalitis producidapor el virus Junín (lateralización de la mar­

cha, parálisis y muerte)

Las titulaciones de virus, se realizaron utilizando alterna­



-57­

tivamente los siguientes métodos:

a) Unidades fonmadoras de placas bajo agar

Se utilizó el método de Damontey Coto (12), con algunas modi­

ficaciones.

Monocapasconfluentes de células Vero, crecidas en botellas de

15 cc de capacidad, se infectaron con diluciones decimales crecientes

del material al titular. El volumeninoculado fue 0,2 ml/botella, el

que se dejó adsorber durante 1h a 37°C, con agitaciones periódicas;

Luegose descartaron los inóculos, y las monocapasse cubrieron con

3 ml de medio nutritivo. Se dejó solidificar el medio a temperatura

ambiente, y posteriormente las botellas se incubaron invertidas a 37°C

por un período de 7 días; finalmente las células se fijaron con for­

mol al 10%durante 30 min, y se descartó la capa de agar lavando.

suavementecon agua corriente. Las monocapas así fijadas, se tiñeron

agregando una solución de cristal violeta al 1% que se mantuvo duran­

te 15 min, lavándose 2 veces con agua corriente, dejando escurrir

antes de contar las placas.

Se utilizaron 2 botellas por dilución, y los títulos se calcu­

laron en base a la siguiente fórmula:

Título (UFP/ml)= JN-Z.V x D

siendo N= número promedio de placas

V= volumen del imóculo

D=dilución inoculada

El medionutritivo usado para cubrir las células es el siguiente:
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volúmenes iguales de agar 2%en agua bidestilada y medio MEMadiciona­

do con 5%de suero fetal bovino inactivado.

b) Dilución a1 punto final

Se efectuó inoculando ratones blancos (cepa 0F1) de 24 - 48 hs,

con 0,02 ml de diluciones seriadas a1 décimo de 1a muestra a titular,

por vía i.c.

Se utilizaron lotes de 9 ratones por dilución. Estos animales

se observaron durante 21 días, registrando la aparición de sintomatolg

gía típica producida por virus Junín.

Los títulos se expresaron en DLSO/ml,calculándolos por el

método estadístico de Reed y Miench. (71)

. Estudios anatomopatológicos e inggnohistoquímicos

Conel objeto de investigar lesiones en los distintos órganos

de los C.muscu1inus infectados, así como, antígeno viral en los mismos,

se practicaron estudios anatomopatológicos e inmunohistoquímicos, que

fueron realizados por los Dres. Rubén P. Laguens y R. Martín Laguens,

de la Cátedra de Patología II, de 1a Facultad de Ciencias Médicas de

1a Universidad de La Plata.

Para observar los tejidos a1 microscopio de luz, los órganos

fueron fijados en solución de Bouin, incluidos en Paraplast y colorea

dos con Hematoxilina Eosina, siguiendo los procedimientos habituales.

Para detectar antígenos virales,-se tomaronmuestras sin fijar

que fueron congeladas en C02 y cortadas a 4 um en un criostato. Los co:

tes fueron incubados con suero humano,proveniente de un paciente con­

valesciente de FHA,con un índice neutralizante de 6 logaritmos. Luego

los cortes fueron lavados y tratados con suero de cabra anti-inmunoglo­
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bulinas totales humanas,marcadocon isotiocianato de fluoresceina de

origen comercial (Cappell Laboratories, Cochranville, Pa.). Los cortes

fueron examinados en un sistema de epiiluminación Leitz, con lámpara

de halógeno y con un filtro K-S10.

Comocontrol se incubaron cortes alternados con suero humano

no inmuneo bloqueando la reacción con sueros anti-virus Junín de co­

bayo, antes de la aplicación del suero humanoinmune.

Esguemas eEperimentales

Los diferentes esquemasexperimentales serán detallados en la

sección resultados.

. Caracterización de las poblaciones virales presentes en C. musculinus

infectados con virus Junín

Determinación de variantes termosensibles

Los homogeneizados de cerebro o glándulas salivales de C.muscu­

linug con aíálamiento positivo en ratón lactante, se titularon por for­

mación de placas bajo agar en células Vero, a 37°C y 40°C simultaneamen

te.

Conlos títulos obtenidos se calculó la eficiencia de plaqueo

(EDP), como la relación:

título a 40°C / título a 37°C = EDP

Se consideró que la población viral estudiada tenía caracterís­

ticas ts, cuando presentaba EDPmenor a 0,1.

Comocontrol se tituló el stock de virus parental a ambas tem­

peraturas.
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3.10.2. DBteTminaCiónde vatiantes serológicas

Se realizaron ensayos de neutralización enfrentando el suero

de un animal persistentemente infectado, con 1a población viral ais­

lada del cerebro o glándulas salivales del mismoanimal. A1 mismo

tiempo, se determinó el título de anticuerpos neutralizantes de di­

cho suero con el stock de virus Junín parental.

La metodología operativa se detalló en la sección 3.6.

. Obtención de clones virales

Con el objeto de obtener poblaciones genéticamente puras se

utilizó 1a técnica de clonado viral.

Monocapasde células Vero infectadas con las muestras de virus

a clonar, se procesaron por el método de unidades formadoras de placas

bajo agar, comose detalló en la sección 3.7.. Las muestras se inocu­

laron suficientemente diluidas, de forma de evitar superposición de

placas.

A los 6 días p.i. se agregó a cada monocapa 2 m1 de una mezcla

de agar 2%y rojo neutro 1:2000 (concentración final). El colorante se

dejó difundir 24 hs a 37°C en oscuridad.

A los 7 días p.i. se observaron y marcaron las placas a clonar.

Conpipeta Pasteur se picó el agar y se resuspendió en 0,5 ml de medio

de mantenimiento. Luego de 1 h a 4°C, el material resuspendido se inoq

culó por duplicado en monocapasde células Vero crecidas en tubos de

ensayo. El material se dejó adsorber 1h a 37°C. Posteriormente, se agre­

gó medio de mantenimiento y se incubó un tubo a 37°C y su duplicado

a 40°C.
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Los tubos fueron observados diariamente y al desarrollarse acción ci­

topatogénica se cosecharon los sobrenadantes y se congelaron a -70°C.

Posteriormente estos materiales fueron titulados por unidades fonma­

doras de placas bajo agar.

3.12.Fraccionamiento subcelular

El procedimiento se realizó siguiendo la técnica descripta por

Coto y col.(9)

Los cerebros de C.muscu1inusse lavaron con solución fisioló­

gica , se suspendieron al 33%en solución de sacarosa 0,32MpH 7,4,

y se homogeneizaron con un mortero manual.

El esquemade fraccionamiento fue el siguiente:

Homoenato—v alícuotaparaensayarinterferencia
(apei)

centrifugación a 800x 10min

sobrenadante sedimen , se llevó a volumen con
sacarosa 0,32 MpH 7,4 y se reho­
mogeinizó

centrifu ¿ción a 800xg, 10 min

sobrenMde núcleos(apei)
centr‘if‘ ación 11.500xg,.20 min

sobreiaïmm, sellevóavolumencon
sacarosa. 0,32 MpH 7,4 y se lavó

centrifu atión 11.500xg, 20 min

sobrenamÉ/ñdïm-Ée mitocondrias(apei)
centr*if‘u ación 105.000xg, 30 min

sobrenaMnto demiorosomas(apei)
centrií? ación 105.000xg, 4 hs

Mmm delafracciónsoluble
(apei)
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Las centrifugaciones a baja velocidad se realizaron en una

centrífuga BeckmanJ2-21, rotor JA-ZO, las restantes se llevaron a

cabo en una ultracentrífuga BeckmanL-Z, rotor SW27.

Todo el procedimiento se realizó a 4°C.

Las distintas alícuotas para ensayar interferencia (apei), se

almacenaron a -70°C hasta su uso.

. Ensayosde interferencia viral

La técnica utilizada para medir la actividad interferente vi­

ral de los diferentes materiales en estudio, se basaron en la obser­

vación de la inhibición de la producción de placas del virus estan­

dar en cultivo de tejidos.

El procedimiento se realizó siguiendo la técnica descripta

por Help y col (231, con algunas modificaciones.

Monocapasconfluentes de células Vero, fueron inoculadas con

diluciones decimales crecientes del material a ensayar. El volumening

culado fue 0,2 ml/monocapa , dejándolo adsorber durante 1 h a 37°C con

agitaciones periódicas. Luegose descartó el inóculo y se lavó la mo­

nocapa con PBSpH 7,4 (1, 2 ó 3 veces según el experimento). Posterior­

mente se inoculó 0,2 ml de una dilución de virus que contenía 590 UFP/ml,

dejando adsorber 1 h a 37°Ccon agitaciones periódicas. Se retiró el

inóculo y se procesó las monocapassiguiendo la técnica de unidades for

madoras de placas bajo agar.

Simultáneamente se infectaron cultivos controles con virus o

la muestra en estudio solamente.
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La interferencia se expresó comoel porcentaje del número de

placas producidas en la monocapatratada con el material ensayado (I),

respecto del númerode placas producidas por el virus estándar solo (E),

es decir:

%actividad interferente = I / E x 100

El error del método, calculado en forma experimental, es de

aproximadamenteun 5%, lo cual equivale a una diferencia de tïs placas

cada 100.

. Tratamiento proteolítico de suspensiones de cerebros

Se mezclaron 0,8 ml de suspensión de cerebro a1 1%y al 10%

(p/v) en PBS, con 0,4 m1 de tripsina 1%en medio de cultivo sin suero.

La mezcla se incubó 1 h a 37°C y luego se agregaron 3 gotas

de suero bovino, incubando 15 min a 37°C, para inactivar 1a acción en

zimática .

Posteriormente, se ensayó 1a actividad interferente de la mez­

cla comose describio en la sección 3.13.

Comocontroles se incubaron mezclas de suspensión de cerebro

con medio de cultivo sin enzima,y tripsina con PBS.

. Tratamiento lipolítico de suspensiones de cerebros

Se mezclaron 1,8 m1 de homogeneizado de cerebros 10% (p/v) en

PBS, con 0,2 m1 de cloroformo durante 20 min con agitación constante

a temperatura ambiente. Luegose centrifugó a baja velocidad y se coles

tó la fase acuosa, diluyéndola diez y cien veces en PBS. Posteriormen­

te se ensayó 1a actividad interferente de ambasdiluciones. La fase
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acuosa no fue utilizada sin diluir, debido a la toxicidad del cloro—.

forro disuelto en dicha.fase; sobre las monocapascelulares.

Comocontrol se realizaron mezclas de 1,8 m1 de homogeneizado

de cerebros con 0,2 m1 de PBS, sometiéndolas al mismo procedimiento

experimental que las muestras tratadas con cloroformo.

Obtención de macrófagps peritoneales de C. musculinus

La obtención de macrófagos peritoneales se realizó siguiendo

el procedimiento descripto por González y col (16), con algunas mo­

dificaciones.

Se utilizaron C. musculinus lactantes de 5 días o adultos de

60 días de edad. El esquemaexperimental fue el siguiente:

. C.musculinuslactante o gadultol fl

ninoculación de almidón al 3%en PBSpor

(¡El vía i.p..v01umen=0,5 m1 o (1,5 m1)
24 hs 24 hs

sinoculación de virus Junín por vía i.p.,

0,2 m1 conteniendo 4000 DL50 o (0,5 m1

conteniendo 100.000 DLSO)
48 hs 48 hs

alavado del peritoneo de los animales,ing
culando 1,5 ml o (4 m1) de MEM'sin suero,

recolectando el exudadoperitoneal en

tubos Leighton estériles, que se incu- [::>
baron 3hs a 37°C. Luego se lavaron las

monocapas obtenidas y se incubaron con
medio de crecimiento a 37°C.

72 hs 72 hs

-.infección con virus Junín. Multiplicidad Óde infección = 0,1 a 1 UFP/cél.

1Diariamente se registraron los cambiospro
ducidos en los cultivos y se cosecharon los
sobrenadantespara su posterior titulación.
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Purificación de interferón

Homogeneizados de bazos de C. musculinus al 10%en PBS, se cen­

trifugarón a baja velocidad para eliminar restos celulares. Los so­

brenadantes se sometieron a un procedimiento de rutina para probar

la presencia de interferón alfa.

Las muestras se acidificaron a pH 2 con ClH (0,1 N), y se man­

tuvieron en esas condiciones durante 4 días a 4°C en envases plás­

ticos. Posteriormente, los materiales se neutralizaron con HONa(0,1N)

y fueron centrifugados a 100.000 g durante 1,5 hs. El sobrenadante

obtenido se ensayó comointerferón.

Determinaciónde actividad de interferón

Células L-929 crecidas en botellas de 15 cc de capacidad se in­

cubaron durante 24 hs con los sobrenadantes obtenidos en la sección

3.17, o con medio de manteniento comocontrol. Luego se descartó el

sobrenadante y los cultivos fueron infectados con virus VSV(0,1 UFP/cél)

A las 24 hs p.i. se cosecharon los sobrenadantes de los cultivos tra­

tados y de los controles, que se titularon por unidades formadoras

de placas bajo agar en células Vero.

Se consideró actividad de interferón positiva, cuandoexistía una

reducción mayor o igual val'80% del. númerode placas presentado por

el control.
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4. RESULTADOS

4.1.

4.1.1.

CARACTERIZACIONDE LA INFECCION EXPERIMENTALDEL Calomys musculinus

NEONATO

EQEQEPTIBILIDAD DEL C¿musculinus A LA INEECCION CON VIRUS JUNIN.

INFLUENCIA DE LA DOSIS Y VIA DE INOCULACION

El objetivo de la primera parte de este estudio era establecer

infección persistente en Calomxsmusculinus con virus Junín, para pg

der definir en una segundaetapa sus caracteristicas.

Se tenían comoantecedentes los estudios realizados por Sabatti

ni y col (76), infectando experimentalmente C. laucha y C. musculinus

con cepas de virus Junín aisladas de la naturaleza, por vía i.c. o

i.n.. Durante estos experimentos no se detectaron signos de enferme­

dad o muerte, cualquiera fuera la vía de inoculación o edad del ani­

mal utilizado. Ademásse estableció que con dosis iguales o superio­

res a 103 DLSO,se lograba establecer infección persistente en casi

todos los animales ínóculados. Condosis inferiores en cambio, la

reSpuesta fue variada, detectando en la mayorparte de los animales

conversión serológica por fijación de complemento,pero no se pudo

aislar virus de sus organismos.

Tomandoestos resultados comopunto de partida se decidió reali­

zar un estudio preliminar de susceptibilidad a la infección,_inocu1an­

do cricétidos neonatos con distintas dosis de virus y por diferentes

vías, con la intención de determinar las condiciones óptimas para el

establecimiento de una infección.persistente.
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La vía i.n. fue considerada la más adecuada ya que era la que

mejor remedabalas vías naturales de infección; pero debido a los

problemas de manipulación con animales tan pequeños,existe una gran

incertidumbre en la dosis real de virus que cada cricétido recibe,

por lo cual se descartó su uso.

En consecuencia, se decidió utilizar la vía i.p., dado que si

bien no puede ser considerada una vía de infección natural, era 1a

vía menosartificial de que se disponía.

Por otro lado,1a cepa atenuada XJ C13de virus Junín elegida pa

ra realizar este trabajo, ha presentado históricamente un comporta­

miento altamente neurotrópico en todos los animales de experimentación

utilizados en las investigaciones relacionadas con 1a FHA.Este hecho

sumadoa que uno de los órganos blanco en la infección natural del

C. musculinus con virus Junín es el cerebro (76), plantearon la nece­

sidad de ensayar también la vía i.c..

Grupos de aproximadamente 50 animales, entre S y 7 días de edad,

fueron inoculados con 0,02 m1 de medio de cultivo conteniendo 4000

DL50de virus Junín, por vía i.p. o i.c.. Los cricétidos inoculados

fueron revisados diariamente durante 3 meses, registrándose síntomas

de enfennedad o muertes. Los resultados se presentan en la tabla 1.

Comparandolos resultados obtenidos por ambas vías se observa

que la incidencia de 1a enfermedad fue aproximadamentesimilar, pero

el porcentaje de mortalidad obtenido por la vía i.c. fue ligeramente

superior a1 presentado por la vía alternativa.
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Tabla 1

Respuesta de C. musculinus de 5 a 7 días de edad a la inoculación

con 4000 DLcnde virus Junín por vía i.pt o i.c.

Vía N° de animales %animales %animales

inoculados enfermos muertos

i.p. 59 83 54

i.c. 49 86 67

Por otro lado, aunque 1a vía i.p. no refleja la vía de entrada

del Virus en la infección natural, se consideró oportuno realizar nues

tros estudios descartando la vía i.c. por ser de caracter exclusivamen

te experimental.

Conel objeto de determinar la influencia de la dosis de virus sg

bre 1a respuesta del cricétido a la infección, un grupo de 30 animales

de S a 7 días de edad fue inoculado por vía i.p. con 0,02 m1 de medio

de cultivo conteniendo 400 DLSOen lugar de 4000 DLSO.

La respuesta a la nueva dosis mantuvo aproximadamente los mismos

porcentajes que los obtenidos con la dosis mayor, obteniéndose 82%de

morbilidad y 55%de mortalidad.

En vista de que los resultados obtenidos con ambasdosis fueron si

milares, se decidió continuar los experimentos con la mayorde ellas

(4000 DL50por vía i.p.), dado que la misma era de igual magnitud que
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la menordosis efectiva utilizada en las infecciones experimentales

con cepas virulentas (1000 DLSO),lo cual permitiría posteriormente

una mejor comparación de los resultados.

SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musculinus DE DISTINTAS EDADESA LA INFECCION

CON VIRUS JUNIN POR VIA INTRAPERITONEAL

La enfermedad y muerte de los animales inculados con la cepa

XJ C13fue un resultado sorprendente dado que no exítía ninguna evi­

dencia anterior de que el virus Junín causara alguna patología en

sus reservorios naturales.

Estos resultados plantearon la necesidad de investigar 1a Suscep

tibilidad a la infección en función de la edad de los animales al

momentode la infección.

Coneste fin, grupos de por lo menos 50 animales de distintas eda

des (1, 2, 3, 4,_5, 7, 8, 9, 10, 11 y mayores de 20 días) fueron ino­

culados por vía i.p. con 0,02 m1 de medio de cultivo conteniendo 4000

DL50de virus Junín.
Los cricétidos inoculados fueron revisados diariamente durante 3

meses, registrándose síntomas de enfermedad o muerte.

Los animales reSpondieron en tres formas características, (ya pre­

sentadas por los cricétidos de 5 días de los experimentos anteriores):

1) animales que no presentaban síntomas

2) animales que enfermaban y morían

3) animales que se recuperaban de la enfermedad
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Sin embargo, la respuesta cuantitativa de los animales a la in­

fección varió según la edad en el momentode ser inoculados.

Los resultados se presentan en 1a figura 3. Se observa que se de­

tectaron síntomas de enfermedad en todos los grupos de animales meno­

res de 11 días; pero la incidencia de la enfennedad decreció con el

aumento de la edad de los cricétidos al momentode 1a infección, sien

do máxima para el grupo de 1 a 2 días de edad (92 %), decreciendo

gradualmente hasta llegar a un 70%para el grupo de 8 a 11 días de

edad.

La mortalidad se mostró también dependiente de la edad, siguíen

do el perfil mostrado por 1a morbilidad. Los valores máximosse obtu­

vieron en el grupo de animales más pequeños, alcanzando el 71 %, dis

minuyendo posteriormente hasta un 37 %en el grupo de mayor edad.

Un hecho interesante, fue la falta de enfermedad y muerte en el

100%de los animales mayores de ZOdías de edad.

DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

Los síntomas clínicos de la enfermedad fueron fundamentalmente

neurológicos y de intensidad variable. Las primeras manifestaciones es

tuvieron caracterizadas por una disminución en los reflejos y erizamien

to del pelo. Progresivamente los animales mostraron una acentuada la­

teralización en la marcha, acompañadade temblores y/o convulsiones.

Estas manifestaciones fueron espontáneas o provocadas por estímulos

externos, comopor ejemplo después de someter a los cricétidos a1 "Spin

test" (prueba que se realiza tomandoel animal por 1a cola, haciendo­

lo girar boca abajo por unos segundos).
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Durante las convulsiones, los miembrosposteriores se encontra­

ban rígidamente hiperextendidos (figura 4 a y b). Llegado a este es­

tadío de la enfermedad se observaron dos evoluciones, muerte o recuq

peración. En algunos animales la hiperextensión de los miembrostra­

seros se hizo permanente, no respondiendo más a los estímulos exter­

nos, adoptando al morir una postura típica con el lomo arqueado (fi­

qura 4b).

Otros animales en cambio, se recuperaron paulatinamente sin mos

trar síntomas aparentes, mientras que otros quedaron afectados pre­

sentando sus reflejos disminuidos o por el contrario hiperexcita­

ción.

Otras características observadas en animales recuperados o no,

fue su menor crecimiento,respecto de animales hermanos inoculados

simultáneamente pero que no enfermaron, llegando esta diferencia a

manifestarse en una reducción del peso corporal del orden del 50%.

El día de aparición de los primeros síntomas de enfermedad fue

dependiente de la edad de los animales al momentode la inoculación

(figura 5).

Cuandolos cricétidos fueron infectados antes de los S días de

vida, algunos animales mostraron síntomas alrededor del día 6 p.i. y

otro grupo entre los días 13 y 16 p.i. (figura 5 a y b).

La inoculación de animales entre 5 y 7 días de edad presentó

también dos picos de morbilidad, pero el segundo de ellos estuvo re­

trasado en una semana comparativamente con los grupos de menor edad
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"FIGURA 4

A) C. musculinus a los 21 días p.i‘

(inoculado a los 3 días de edad

por vía i.p. con 4000 DL50de \K

mostrando hiperextensión de los

miembros traseros después de se]

sometidoal "spin test"

B) C. musculinus henmanodel cricétido

de la figura 4A, a los 21 días p.i.

en un estadío previo a 1a muerte.

Se observan los signos típicos de

la enfermedad, pelo erizado, lomo

arqueadoy parálisis del tren pos­

terior.
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(figura S c).

El grupo de C.musculinus de mayor edad susceptible a la infecc

ción , 8 a 11 días de edad, presentó su mayor incidencia de morbili­

dad entre el 4to y 5to día p.i. (figura 5 d).

La muerte de los animales estuvo siempre precedida por sínto­

mas neurológicos. La mortalidad tuvo su mayor incidencia entre los

días 20 y 22 p.i. para todos los grupos , con la excepción de los

animales infectados entre 8 y 11 días de edad, los que murieron en

mayorporcentaje alrededor del día 30 p.i. (figura Sa, b, c, y d).

Resulta difícil explicar el comportamientopresentado por los

distintos grupo de animales. Posiblemente las diferencias observadas

sean el resultado de la interacción de sistemas inmunescon distintos

grados de desarrollo y los mecanismosde diseminación viral.

Comose puede observar en la figura 5, existe una clara tendenr

cia a disminuir la morbilidad en los animales inoculados alrededor

de los 5 a 7 días de vida, y este hecho se podría correlacionar con

una mayor madurez del sistema inmune.

PATOGENESIS DE LA INFECCION

Frente a los resultados obtenidos, se decidió caracterizar la

infección aguda del C. musculinus neonatoJ con el objeto de com­

prender las pautas que derivarán en el establecimiento de una in­

fección persistente.
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INFECCION AGUDA _

El estudio del estadío agudo de la enfermedad, se planteó sobre

1a base de los análisis virológicos, serológicos y anatomopatológicos

realizados sobre un grupo de 90 animales inoculados con-4000.DL50

por vía i.p. entre el 1er y 3er día de vida. Los cricétidos fueron

sangradosy sacrificados a distintos tiempos p.í..

AISLAMIENTOS VIRALES

En esta primera etapa de la infección perinatal solamente se pu­

do rescatar virus a partir de cerebros y en forma más esporádica de

glándulas salivales. Los demásórganos estudiados (riñón, corazón,

pulmón, adrenales, timo, bazo, hígado y pancreas) fueron rutinaria­

mente negativos.

La figura 6 muestra los títulos virales obtenidos a partir de

los cerebros de los animales sacrificados hasta el día 30 p.i.

El virus se detectó a partir del día 6to p.i., en títulos del

orden de 103 DLSO/ml.Los valores máximos se obtuvieron alrededor del
7

día 11 p.i., en el orden de 10 'DLSO/ml,coincidentemente con la apa­

rición de viremia y de síntomas neurológicos (figura 5). Luego los

valores descienden distribuyendose desde valores del orden de 106 DL50

hasta 102 DLSO/ml.

E1 análisis de la curva de crecimiento de la figura 6 no es sen­

cillo, dado que no todos los animales tienen una misma respuesta. Mien

tras algunos cricétidos presentan altos títulos de virus aún hasta el

día 30 p.í.(momento a partir del cual se los considera persistentemen

te infectados), otros animales presentan aislamientos negativos. Estos

últimos, pertenecerían al grupo de animales que cursan la etapa aguda
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en forma asintomática y que posteriormente estarán inmunizados al vi­

rus Junin, comose describirá más adelante.

Los intentos de aislamiento de virus a partir de glándulas

salivales fueron negativos hasta el día 20 p.i.Posterionmente se ob­

tuvieron resultados positivos, aunque en un bajo porcentaje de las

muestras estudiadas. Los títulos obtenidos fueron del orden de 104

DLSO/ml.

Los estudios virológícos realizados sobre muestras de sangres

demostraron que el 50%de los animales inoculados presentaban vire­

mia, tuvieran o no sintomatología clínica a1 momentodel análisis.

La tabla 2 resume los casos de viremías positivas, los cuales

se comenzarona detectar a partir del día 6to p.i., con títulos mg

ximos alrededor del dia 13 p.i.

La viremia se clarificó en 1a mayoría de los casos alrededor

del dia 30 p.i., coincidentemente con la presencia de anticuerpos

neutralizantes. En algunos animales estudiados más allá del día 30

p.i., que fueron sangrados periódicamente,se pudo demostrar la exis­

tencia de viremías fugaces aún cuando tenían niveles altos de anti­

cuerpos neutralizantes.

ESTUDIOS ANATOWOPATOLOGICOS

Los estudios histológicos en animales clínicamente enfermos, de­

mostraron : meningoencefalitis con destrucción de grandes areas ce­

rebrales.
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TABLA 2

AISLAMIENTOS DE VIRUS A PARTIR DE SANGRE DE C.musculinus SACRIFICADOS

DURANTE LA ETAPA AGUDA DE LA INFECCION*

DIA DE SACRIFICIO TITULO DE VIRUS

(10g DLSO/ml)

6 2,35

6 2,45

11 2,94

11 2,60

13 2,34

13 3,20

13 3,25

17 2,82

18 2,60

18 2,34

18 2,26

23 3,20

28 2,45

28 2,35

*: solamente se incluyen los animales con viremia positiva.
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Las lesiones más severas se observaron en cerebros que presen­

taban destrucción de las sustancia gris y blanca. Así mismo, se deter

minóla existencia de coroiditis e infiltrados nerivasculares. En las

cercanías de las áreas de necrosis se observaron macrófagos y movili­

zación de la microglía.

El cerebelo presentó una meningitis leve y un retraso en la mi­

gración de las células granulares, con 1a consecuente atrofia lamelar

(figura 7).

En los animales anarentemente sanos, aquellos que no presentaban

sintomatología neurológica, se observaron dos situaciones diferentes.

Algunos cricétidos mostraban un infiltrado mononuclear leve con prefg

rente localización perivascular; mientras que otros no presentaron lg

siones.

Los estudios morfológicos realizados en los demás órganos no de­

mostraron alteraciones.

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR HGLWDFLUORESCENCIA

Por técnicas de inmunofluorescencia fue posible detectar antíge­

nos virales en hígado, tejido linfático, pulmón, glándulas salivales,

y encéfalo a partir de los primeros momentosde la infección.

El tejido linfático mostró fluorescencia positiva en células con

morfología similar a los elementospertenecientes al sistema reticu­

lar-monocítico. Esta fluorescencia no fue intensa y se pudo observar

sólo hasta el día 11 n.i. en la totalidad de los animales examinados.

El hígado presentó escasas células positivas en la luz sinusoidal

y sólo pudieron ser detectadas hasta el día 14 p.i. en Z de 10 anima­
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FIGURA 7

: Corte cerebelar de un animal control

: Corte cerebelar de un cricétido infectado con virus Junín, de 1a misma

edad que el animal de la figura anterior . Se observa un retraso en la

migración de las células granulares y atrofia lamelar.(HGEx 200).
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les estudiados.

El pulmónmostró escasas células septales con fluorescencia po­

sitiva entre los 3 y 9 días p.i. en 2 de 7 animales analizados.

Las glándulas salivales mostraron fluorescencia en el borde a­

pical de las células acinares y en la luz de los conductos, recién

a partir del día 20 p.i. en 4 de 10 muestras examinadas.

Por el contrario, el examende encéfalo por medios de esta-tég

nica mostró una intensa fluorescencia en neuronas corticales y en

los núcleos de 1a base en forma granular, así comotambién, en pe­

queñosvasos sanguíneos de la corteza, en casi la totalidad de los

animales estudiados y desde momentostempranos de la infección.

E1 cerebro mostró también fluorescencia positiva intensa en 1a ca­

pa granulosa, pero sólo en 15 de 20 animales estudiados.

SEROLOGIA'

Conel objeto de establecer la cinética de aparición de la res­

puesta inmunehumoral, se intentó el dosaje de anticuerpos neutrali­

zantes circulantes a partir de muestras de sangre obtenidas por pun­

ción retroocular de los animales infectados.

Si bien el método de sangrado ha demostrado ser el más eficien­

te de los utilizados, el escaso volumende sangre obtenida de C. mus­

culinus menores de 30 días (0,2 a 0,4 ml/animal). hizo imposible el

intento de dosaje de anticuerpos en muchasde las muestras obtenidas.

Sobre 35 animales sacrificados para este estudio, solamente

se obtuvieron 8 muestras con cantidades suficientes de suero para reg
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lizar las pruebas de neutralización.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3, donde se ob­

serva 1a aparición tempranade anticuerpos neutralizantes, ya al día

11 p.i., aunque no ha sido posible determinar su presencia con anterip

ridad debido a los problemas para implementar la técnica serológica

con muestras de animales más jovenes.

Resulta importante destacar que todos los animales estudiados en

este trabajo, así comolos utilizados en trabajos relacionados con el

con el presente, han tenido respuesta humoralpositiva frente a la in­

fección con virus Junín.

Otro hecho llamativo, fue 1a presencia conjunta de viremia y anti­

cuerpos neutralizantes en el mismoanimal. Este fenómenoestaría rela­

cionado con 1a patogenesis de la enfermedad y será tratado en la dis­

cusíón.

ROL DE LOS MACROFAGOSPERITONEALES (pr) EN LA INFECCION EXPERlMENTAL

DEL Calomys musculinus POR VIA i.p. CONVIRUS JUNIN

La inoculación de C. musculinus con virus Junín por vía i.p., es

seguida por una rápida diseminación viral, con producción de encefali­

tis, a causa de la cual un porcentaje importante de los animales muere.

Cuandoesta mismainoculación se practica en cricétidos adultos,

no se registra morbimortalidad;(figura 3)

El mismofenómenode resistencia a la infección por vía i.p.en fun

ción de la edad se ha descripto para otros modelos virales, por ejemplo

Herpes simple-ratón (25), Fiebre amarilla-ratón (101).
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TABLA 3

RESPUESTA HU?’0RALDE C.jngscu1ínus NEONATOS INFECI‘AIDS CON VIRUS JUNIN

DIA p.i. AISLAMIENTO DE VIRUS VIREMIA TITULO. DE ANTICUERPOS

DE CEREBRO NEUTRALIZANTES

11 + - 120a

13 + + 40

13 + + 120

17 + + 24o

18 + + 720

23 + nh 320

26 + nh 320

28 + + 320

a: título de anticuerpos neutralizantes = inversa de la última dilución

de suero que inhibió el 80%del número de placas respecto del control

de virus con suero normal.
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Las evidencias acumuladas sugieren que la maduración del macrófa­

go podría ser uno de los factores que contribuirían al fenómenode 1a

susceptibilidad variable en función de la edad.

Aún así, la infonmación acerca del papel del macrófago en la pato­

génesis o en la defensa de las enfenmedadesvirales no es suficiente.

Por otro lado, el macrófago no cumpliría el mismopapel en todas

las infecciones virales. Mientras existen evidencias que denmestran

que estas células fagocitan y digieren virus (especialmente cuando es­

tán acomplejadoscon anticuerpos)(46,73,78,86), otros trabajos han des

cripto la existencia de adsorción; penetración y muitiplicación de a1­

gunos virus en macrófagos.(46,73,86)

Los arenavírus y en particular el virus Junín, han demostrado te­

ner un tropismo linfo-reticular, tanto en sus huéspedes experimentales

así comoen los naturales.

Gonzalez y col(16), demostraron que pr de ratón blanco pueden

ser infectados in vitro con cepas virulentas o atenuadas de virus Ju­

nín, produciendoaltos títulos de virus sin aparente daño celular. 0­

tra particularidad de los cultivos de pr infectados, fue su larga vi­

da in vitro respecto de cultivos controles sin infectar.

Además,el patrón de producción de virus de los pr infectados,

fue similar al presentado por otros cultivos celulares infectados per­

sistentemente con virus Junín.

Estos hechos señalan al Mf comoposible blanco de la replicación

viral en infecciones in vivo.
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En consecuencia, se intentó investigar la posible relación entre

la susceptibilidad a la infección y e1> pr comoposible barrera inmu­

nológica o comocélula blanco de la infección.

Coneste objeto se estudio 1a interacción del virus Junín con pr

de C.musculinus neonato o adulto. El análisis se planteó desde dos

puntos de vista:

a) la infección de cultivos de pr in vitro, que serviría para

establecer la susceptibilidad de estas células para ser infectadas en

ausencia del entorno inmunológico que tiene en el organismo.

b) el estudio virológíco de los sobrenadantes de cultivos de pr

obtenidos de animales previamente infectados, demostrando así su fun­

ción comobarrera inmunológica o comosustrato para la multiplicación

viral.

Siguiendo los procedimientos descriptos en Materiales y Métodos,

se prepararon cultivos de pr de C.musculinus (neonatos o adultos)

infectados 48 hs antes del lavado peritoneal o a partir de animales

sanos. Los exudados perítoneales que se obtuvieron de cada animal te­

nían entre 107 y 106 células, luego de la incubación y lavados detalla­

doas anteriormente. el númerode células adheridas al vidrio fue de

106a4x105 células .

Los cultivos obtenidos de animales sanos, fueron infectados un

día después de la cosecha.

En consecuencia, se disponía de cuatro tipos de cultivos :

1.- pr de neonatos infectados in vivo
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2.- pr de noenatos sanos, infectados in vitro

3.- pr de adultos infectados in vivo

4.- pr de adultos sanos, infectados in vitro

Los sobrenadantes de todos los cultivos fueron cosechados diaria­

mente y titulados por unidades formadoras de placas.

Los cultivos de pr penmanecieronviables hasta el día 15 apro­

ximadamente, luego el número de células comenzó a decrecer.

Los resultados se graficaron en las figuras 8a, b, c y d.Los dis

tintos punto de estas figuras son el promedio de los resultados de

tres cultivos obtenidos de animales distintos.

Se puede observar en la figura 8a y 8b, que el virus Junín re­

plica tanto en pr de neonatos infectados in vivo comoin vitro. Si

bien se obtuvieron títulos másaltos para los pr infectados in vivo,

105 cultivos infectados in vitro siguen el mismopatrón de infección.

Comose observa en la figura 8C, la infección in vitro de pr de

adulto fue productiva, y la curva de crecimiento obtenida presenta un

perfil similar a 1a de los cultivos de pr de neonatos.

Pero los sobrenadantes de cultivos de pr de adultos infectados

in vigo fueron negativos -en todas las muestras cosechas a distintos

tiempos. Sólamentese obtuvieron resultados positivos cuando los pr

fueron cosechados 24 hs después de la infección de los animales, en

lugar de 48 hs p.i. (figura 8d).

Los resultados obtenidos sugieren una relación directa entre la

madurezdel macrófagoperitoneal y la resistencia a la infección, dado
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que mientras los pr de neonatos son infectados in vivo y sirven posi­

blemente para diseminar el virus,e1udiendo así otros mecanismosde de­

fensa, los pr de adultos son resistentes a la infección in vivo.

La respuesta negativa de los pr de adultos infectados in vivo

sería concomitante con la existencia de un factor(es) que mediaría

1a resistencia a la infección. La acción de este factor cesaría o no

estaría presente in vitro, dado que los pr de adultos sanos inocula­

dos in vitro son susceptibles a 1a infección.

La existencia de este factor(es) estaría relacionado con la mad!

rez inmunológica del animal, debido a que el virus Junín replica en

pr de neonatos infectados tanto in vitro comoin vivo.

Además,este factor ejercería su acción sobre los pr aproximada­

mente 48 hs p.í., dado que los sobrenadantes de cultivos de adultos

infectados in vivo y cosechados 24 hs p.í. son productores de virus,

mientras que aquellos obtenidos a las 48 hs p.í. no lo son, demostran­

do que los mismosson resistentes a la infección y posiblemente ejer­

cen una acción virucida que impediría el desarrollo de la infección.

INFECCION PERSISTENTE

El estudio de 1a infección persistente se realizó sobre 106 C.mus­

culinus. Estos cricétidos fueron los sobrevivientes, de un total de 353

animales neonatos infectados con 4000 DL50por vía i.p., que superaron

la etapa aguda de la infección.

Los animales fueron sacrificados a distintos tiempos p.í., a par­

tir del día 31 y hasta el día 560p.í..
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4.1.5.1. AISLAMIENTOSVIRALES

Los intentos de recuperar virus Junín de órganos de animales que

superaban la etapa aguda de la infección, solamente tuvieron éxito

cuando se realizaron a partir de cerebros y con menor importancia a

partir de glándulas salivales.

En la figura 9 (continuación de 1a figura 6), se muestra la dis

tribución de los títulos de virus aislado a partir de cerebros de

C. musculinus en función del tiempo de sacrificio de los animales. El

virus que se detectó en niveles máximodurante la etapa aguda de la

enfermedad, luego se va estabilizando para mantenerse alrededor de 10S

DLSO/ml.

E1 virus pudo ser aislado de:los cerebros de animales que tenían­

350días p.i. al'momentodel sacrificio.

Otros aislamientos, sin embargo, fueron negativos y correspondie­

ron a animales que no habían presentado síntomas de enfermedad durante

1a etapa aguda de la enfermedad.

Por otro lado, se intentó demostrar el papel que tenían las glán­

dulas salivales en la infección persistente, dada su importancia como

vía de contaminación ambiental por medio de la saliva. Con este fin

se practicaron aislamientos a partir de glándulas salivales de anima­

les que habían presentado o no virus en cerebro.Este estudio fue rea­

lizado en base a los resultados obtenidos por Martinez Peralta y col

(43,44) con C. musculinus infectados naturalmente con cepas de campo.

En estos trabajos se había demostrado la importancia de las glándulas
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salivales comoórgano de multiplicación viral, aún cuando los inten­

tos de aislamiento de virus a partir de otros órganos fueron negativos.

En el presente trabajo se analizaron 26 muestras, y se obtuvieron

11 aislamientos positivos, con títulos entre 4 x 102 y 8 x 105 DLSO/ml.
La tabla 4 resume los resultados de estos aislamientos en función de

la presencia o ausencia de virus en los cerebros de los animales cuyas

glándulas salivales se estudiaron.

TABLA 4

AISLAMIENTOS VIRALES DE GLANDULASSALIVALES DE C. musculinus QUE SUPE­

RARON LA ETAPA AGUDA DE LA INFECCION

VIRUS EN CEREBRO AISLAMIENTO DE VIRUS JUNIN DE GLANDULAS SALIVALES

POSITIVO NEGATIVO

POSITIVO 10 11

NEGATIVO 1 4

Los resultados demustran que aproximadamente el 50%de los cricé­

tidos con virus en cerebro presentaron sus glándulas salivales infec­

tadas, mientras que sobre cinco animales que no tenían virus en cere­

bro solamente uno tenía virus exclusivamente en glándulas salivales.
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Comparandoestos resultados con los obtenidos por Martinez Peralta

y col., se encuentra una nueva diferencia entre los comportamientosde

la cepa atenuada XJ C13y las cepas virulentas.

Los intentos de aislamiento de los demás órganos estudiados fue­

ron negativos. Por otro lado, aún cuando se demostró por inmunofluores­

cencia que un porcentaje variable de los animales presentaban antígenos

virales en sus bazos (sección 4.1.5.3.), fue imposible rescatar virus

de estos órganos.

Comose describió anterionmente para la etapa aguda de la infec­

ción (sección 4.1.4.1.1.) las viremias son clarificadas alrededor del

día 30 p.i., coincidentemente con la detección de anticuerpos neutrali­

zantes en títulos elevados. Los intentos de aislamiento de virus a par­

tir.de sangres de animales con más de 30 días de infección resultaron

negativos en 19 de 20 cricétidos estudiados. El único animal que pre­

sentó viremia positiva, sugirió la posibilidad que existieran viremias

fugaces; tal comosucede en otros-sistemas virus-huésped e inclusive

en C. musculinus infectado con cepas virulentas de virus Junín, y que

en estos experimentos no hubieran sido detectadas por no haber practicado

sangrados sucesivos.

Con 1a intención de comprobar este supuesto, se inocularon 20 C.mus­

culinus neonatos por vía i.p. De esta infección sobrevivieron 5 anima­

les, los que fueron sangrados periódicamente después del día 30 p.i.

Los sangrados se practicaron cada 7 días durante 2 meses.

Unode los cricétidos estudiados presentó en dos oportunidades

no consecutivas viremias positivas.
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Estos resultados pennitieron presumir 1a existencia de viremias

fügaces comouno de las manifestaciones de 1a infección persistente,

aunquesu incidencia no estaría generalizada al total de los animales

persistentes.

Esto fue corroborado por Alché y col (1), demostrando la exis­

tencia de viremias fugaces o persistentes, en un númerosignificati­

vo de C. musculínus sobrevivientes a la infección experimental con la

cepa XJ Cl3 (8 de 23 animales estudiados).

ESTUDIOS ANATOMOPATOLOGIOOS

Los animales sobrevivientes a la infección perinatal e infecta­

dos persistentemente, presentaron alteraciones patológicas solamente

en el cerebro. Se detectaron infiltrados mononucleareslocalizados al­

rededor de los vasos sanguíneos, o en forma difusa en 1a corteza ce­

rebral (figura 10). Además,en algunos sectores se observaron focos de

gliosis distribuidos en formano selectiva e infiltración linfocitaria

en_1eptomeninges (figura 11).

A nivel de cerebelo se observó el mismotipo de lesiones inflama­

torias y gliosis en sustancia blanca. Coincidentementese observaron

grados variables de atrofia cerebelosa evidenciada; por una disminución

en el espesor de la capa molecular con un aumento relativo del número

de células (figuras 123 y 12h).

Las lesiones encefálicas se observaron en todos los animales con

aislamiento positivo de virus en cerebro, siendo imposible hallar 1e­

siones en los cricétidos que habían limpiado el virus del organismo.
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FIGURA 10 - 12

10: Encefalitis con perivasculitis predominantementelinfocitaria (HGEx 250)

11: Leptomeningitis linfocitaria (HGEx 250)

lg¿5: Atrofia cerebelosa notable en la capa molecular (HGEx 50)

lg_g: Corteza cerebelosa de un animal sin infectar, de la mismaedad que el

animal de la figura anterior (HGEx 250)*
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Los estudios anatomopatológícos realizados en el resto de los ór­

ganos, de animales crónicamente infectados o de animales que habían

clarificado el virus de su organismo, demostraron comoúnica altera­

ción morfológica,daño renal. Estas lesiones no pudieron ser asociadas

a una patología por virus Junín, sino a la elevada edad de los anima­

les que presentaban dichas alteraciones (todos ellos superaban los 400

días de vida).

Conel objeto de corroborar este diagnóstico, se sacrificaron 6

animales sin infectar de aproximadamente 1 año de edad, y 2 de ellos

presentaron el mismotipo de daño renal.

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR IMJNOFLUORESCENCIA

El uso de la técnica de inmunofluorescencia penmitió observar en

todos los animales con lesiones en cerebro, una intensa fluorescencia

en un gran número de neuronas corticales: y en los núcleos de la base

granular, así comotambién, en pequeños vasos sanguíneos de la corte­

za.

El cerebelo mostró fluorescencia positiva intensa en la capa gra­

nulosa.

La inmunofluorescencia fue negativa en aquellos cerebros que no

presentaban lesiones morfológicas.

Los estudios inmunohistoquïmicosde glándulas salivales demostra­

ron que el 25%de las muestras estudiadas tenía antígeno viral en el

lumendel acino y en el citoplasma de las células secretorias.

Comose mencionóanteriormente, los intentos de aislamiento viral
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a partir de bazos, arrojaron resultados negativos en el 100%de los

casos; pero cuando este órgano fue estudiado por inmunofluorescencia

se pudo determinar la presencia de antígeno viral en el 12%de las

muestras (7/59), algunas de las cuales correspondían a animales con

aislamiento e inmunofluorescencia negativa en cerebro. Estos resulta­

dos serán ampliados en la discusión.

Los restantes órganos estudiados fueron rutinariamente negativos.

ESTUDIOS SEROLOGICOS

El análisis de los sueros de los C.muscu1inusque superaron los

30 días p.i. mediante la prueba de neutralización, indicó que todos

los animales inoculados por vía i.p. hubieran enfermado o no, tenían

altos títulos de anticuerpos. En estos estudios se incluyeron muestras

de sueros de animales persistentemente infectados así comoanimales

que eliminaron el virus del organismo.

Las muestras se tomaron entre los días 32 y 523 p.i., observando

que la mayoría de los títulos de anticuerpos eran superiores a 320 pa­

ra animales sacrificados antes de cumplir un año de inoculación, estu­

vieran o no persistentemente infectados, mientras que a tiempos mayo­

res de sacrificio los títulos obtenidos para animales sanos eran un

poco menores (20-160).

CONCLUSIONES PARCIALES

La correlación entre los estudios virológicos, morfológicos,in­

munohistoquímicos y serológicos, indican que los animales responden

de fonmasdiferentes a la infección
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En la tabla 5 se resumen, en base a un número elegido de animales,

los tres grandes grupos en que podemosclasificar las respuestas del

C. musculinus a la infección i.p.

Los dos primeros grupos, que se diferencian en el grado de severi­

dad de la enfermedadsufrida (con o sin sintomatología clínica evidente),

muestran que las lesiones cerebrales aparecen solamente en animales per

sistentemente infectados, o sea, aquellos que presentan inmunofluorescen

cia y aislamiento viral positivos. Ademásla presencia de lesiones fue

independiente de la existencia de anticuerpos neutralizantes. En el ter­

cer grupo en cambio, en el que el virus ha sido eliminado del organismo,

dado que los estudios virológicos e inmunohístoquímicos fueron negativos,

no se observaron lesiones o alteraciones morfológicas, pero si una buena

respuesta humoralcon altos títulos de anticuerpos neutralizantes.

Estos hallazgos indican que la presencia de virus en el cerebro, ya

sea demostrable por aislamiento viral o inmunofluorescencia, es coinciden­

te con la aparición de lesiones anatomopatológicas. En cambio, en animales

que seguramente fueron infectados ya que presentaron anticuerpos anti-virus

Junín, pero consiguieron eliminar el virus del organismo, no se observaron

lesiones.

El perfil mostrado en 1a tabla 5 no incluye la persistencia viral en

glándulas salivales, ya que no se ha presentado comoun mecanismogeneral,

sino comouna alternativa con baja incidencia en los animales crónicamen­

te infectados.
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TABLA S

SINTESIS DE LAS DIFERENTES RESPUESTAS OBSERVADASEN C. musculinus QUE SUPERABAN

LA FASE AGUDA DE LA ENFERMEDAD CON VIRUS JUNIN

DIA SIN’IOMAS DE AISLAMIENTO LESION IFa TITULO

p.i. ENFERMEDAD DE CEREBRO CEREBRAL EN CEREBRO ANTICUERPOS NEUT.

6_3 + + MEb + >720

63 + + ME + >720

68 + + ME + >320

68 + + ME + >320

80 + + ME + >720

90 + + ME + >320

130 + + ME + >320

131 + + ME + >320

161 + + ME + >320

172 + + \{E + >320

225 + + ME + >320

68 - + ME + >320

78 - + ME + >320

80 - + ME + 80

88 - + ME + >1280

88 - + ME + nhd

94 - + ME + >3zo

220 - + ME + nh

343 - + ME + >320

343 - + ME + >320

48 - - sC - nh

80 - - S - 20

124 - - S - >320

244 - - s - >320

244 — - s - >320

295 - - s - 160

a: inmunofluorescencia; b:meníngoencefalitis; czsano; d: no hecho
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Comose describió anteriormente (sección 4.1.3.), los animales

inoculados pueden presentarse sanos durante y después de la fase agu

da de la infección, aún cuando los mismosvayan a cursar una infec­

ción persistente. Así mismoexiste un segundo grupo de cricétidos que

cursa la primera etapa de la infección con sintomatología clínica agu

da, con posterior recuperación o presentando secuelas permanentes du­

rante la infección crónica.

Conel objeto de establecer la influencia que tenían estos dos

tipos de respuestas durante la infección aguda sobre el establecimien­

to o no de un estado de infección crónica, se analizaron los porcenta-.

jes de los cricétidos persistentemente infectados obtenidos de anima­

les que en algún momentohabían presentado signos de enfermedad o que

nunca se mostraron enfermos.

Sobre un total de 189 animales estudiados, 129 estaban o habían

estado enfermos y 60 nunca presentaron síntomas. Los animales fueron

clasificados en cuatro grupos según el tiempo p.i. de sacrificio (0­

30; 31-60; 61-90 y mayores de 90). Posteriormente se calcularon los

porcentajes de aislamientos virales positivos en cada uno de los gru­

pos. La figura 13 resume los resultados obtenidos. Las barras llenas

corresponden a los aislamientos positivos de animales que presenta­

ron enfenmedad, observandose que la mayor parte de estos animales cur­

san una infección persistente y que solamente entre el 10 y el 20%de

los mismoselimina el virus de su organismo. Las barras rayadas cor­

responden a los aislamientos positivos de animales asintomáticos, esta­
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FIGURA 13

RELACION ENTRE EL CURSO DE LA FASE AGUDA DE LA INFECCION Y LOS PORCENTAJES

DE C. musculinus CRONICAMENI‘EINFECTAIDS, OBTENIIDS POR IAOCULACION DE

VIRUS JUNIN POR VIA I.P.

Z

90

70­

50

30

30 31-60 61-90 >90

Días p.i.

. SINIO‘viAS CLINICOS POSITIVOS Y. AISLAMIENTOVIRAL POSITIVO

SINIOMAS CLINICOS NEGATIVOS Y AISLAMIENTO VIRAL POSITIVO
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bleciendo que solamente entre el 50 y el 30%de los integrantes de

este grupo cursan una infección crónica.

Los resultados sugieren que 1a mayoría de los animales que cursan

con enfermedad y superan 1a fase aguda, van a establecer un estado de

infección persistente, mientras que aproximadamente_lamitad de los

animales que no enferman se presentan crónicamente infectados y el

resto elimina: el virus.

Además, en los animales crónicamente infectados, el virus perma­

nece en los cerebros en títulos más o menos constantes (comose mostró

en la figura 9)y por otro lado, no exitiría clarificación del virus

en función del tiempo transcurrido, dado que los porcentajes obtenidos

en 1a figura 13 para los distintos tiempos p.i. son sustancialmente

comparables.
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CARACTERISTÏCAS DE LA INFECCION EXPERIMENTALDEL C. musculinus ADULTO

SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musculinus ADULTOA LA INFECCION POR VIA INTRA­

PERIltnfliAL E IBHÏUUWASAL

La alta patogenicidad y marcado neurotropismo de 1a cepa XJ C13

dificultó en cierto modolos experimentosdestinados a establecer pe:

:istencia viral utilizando animales recién nacidos, ya que 1a obten­

ción de un número importante de animales crónicamente infectados se

realizó frente a un alto costo de muertes (siempre superior aI 70 %).

Por otra parte no fue posible infectar animales mayores de 21

días por vía i.p.; todos los intentos por demostrar 1a presencia de

virus Junín en estos animales fúeron negativos aún cuando desarrolla­

ron niveles importantes de anticuerpos neutralizantes.

Ante estas circunstancias, la aparición de síntomas de encefali­

tis en una madre que amantabacrías inoculadas.y los antecedentes de”

infecciones experimentaleS'realizadosxpor Sabattini y col (76),_11e—

varon a considerar tanto la vía oral comola respiratoria para 1a in­

fección experimental del C. musculinus adulto, imitando la vía natural

que ocurriría entre animales en íntimo contacto.

Coneste objeto se realizó un estudio preliminar sobre 1a respues

ta del Calomvs a la infección por vía i.n. A diferencia de 1a resis­

tencia observada en animales adultos a 1a infección por vía i.p., la

inoculación por vía i.n. causó-una enfermedad con sintomatología neu­

rológica similar a la presentada por los Calomysneonatos. Ademásse

observó que los animales menores de 60 días enfermaban y morían en

mayor proporción que los cricétidos de mayor edad.
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Conel objeto de determinar la susceptibilidad a la infección

por vía i.n. y tomandocomobase los resultados antes mencionados,

se realizó un estudio sobre dos grupos de animales de diferentes e­

dades (30-60 y 90-150 días de.vída). La inoculación se practicó ing

tilando en la cavidad nasal 100.000 DL50de virus Junín contenidas

en 0,05 m1 de medio de cultivo. Los animales fueron examinados dia­

riamente durante un año, registrandose signos de enfermedad o muerte.

Los resultados se resumen en la tabla 6.

TABLA 6

SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musculinus ADULTOA LA INFECCION CON VIRUS JU­

NIN POR VIA i.n.

EDAD N° DE ANIMALES DOSIS ENFERMEDAD MUERTE

INOCULAD)S (DLSO) N° ANIM. 3 N° ANIM. %

30-60 45 105 21 46,7 19 42,2

90-150 45 1o5 17 37,7 15 33,3

E1 análisis porcentual de la tabla ó confirma los resultados ob­

tenidos en el estudio preliminar. La incidencia de la enfermedad, así
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comode la mortalidad¡ decreció con el aumento de la edad de los cricg

tidos , siendo la diferencia del 10%para los dos parámetroslregistra­

dos.

Por otro lado, los porcentajes de morbimortalidad obtenidos con

esta vía para cualquiera de los dos grupos de animales, son sensible­

mente inferiores a los porcentajes registrados con la vía i.p. en

cricétidos neonatos.

SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musculinus ADULTOA LA INFECCION CON VIRUS JU­

NIN POR VIA i.n.: INFLUENCIA DE LA DOSIS INOCULADA

El procedimiento experimental utilizado para realizar la inocula­

ción por vía i.n. consistió en instilar gota a gota en 1a cavidad na­

sal los 0,05 ml de medio de cultivo que contenían la dosis elegida.

Este método presenta el inconveniente de no asegurar que el volumen

inoculado sea efectivamente absorbido por el animal, dado que el cri­

cétido al respirar provoca aerosoles que eliminan parte del material

instilado, lo cual hace imposible conocer la dosis exacta que recibe

el animal.

En consecuencia se decidió estudiar la influencia de la dosis

sobre la respuesta del Calomysa la infección, con el objeto de esta­

blecer si se modificaban los porcentajes obtenidos en la tabla 6, o

si por el contrario comosucedió para la vía i.p., variaciones en la

dosis no se reflejaban en la respuesta al virus.

El estudio se realizó sobre el esquemaexperimental de la sec­

ción 4.2.1, modificando solamente el númerode animales utilizados pa

ra cada grupo ( 30-60: 18 an males y 90-150: 15 animales) y la dosis

que en este caso fue de 10.000 DL50en 0,05 m1 de medio de cultivo.
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En la figura 14 se ha graficado en forma comparativa las respues­

tas obtenidas para ambasdosis en los distintos grupos de animales.

La barras rayadas representan los porcentajes de animales enfermos y

las barras blancas los porcentajes de animales muertos. En la parte

superior de cada grupo de barras figura la dosis utiliZada y en la par

te inferior se indica la edad de los animales

Los porcentajes obtenidos para los dos parametros registrados (en

fermedad y muerte), fueron sensiblemente menores cuando 1a dosis uti­

lizada fue 10.000 DL tanto para el grupo de 30-60 días comopara el50’

grupo de mayor edad.

Las diferencias observadas se tradujeron más tarde en un mayor ng

mero de animales persistentemente infectados en favor de la dosis más

alta, por lo cual se decidio continuar los experimentos con dicha do­

sis.

Por otro lado, las diferencias en los porcentajes de morbimorta­

lidad observadas para las distintas dosis se deberían a que la canti­

dad efectiva de virus absorbida durante el proceso de instilación se­

ría muchomenor que la calculada teóricamente, y además a que gran

parte del volumenabsorbido podría ser derivado al.tracto gastrointes

tinal, que posiblemente sea una vía de infección menoseficiente.

Comoconclusión se puede decir que la mayor eficiencia de infecr

ción por vía i.n. se lograría trabajando con la dosis más alta conte­

nida en el menor volumen posible.

Por otra parte, se pensó que si se trabajaba con stocks de virus
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que tuvieran menorcantidad de contaminantes proteicos y lipídicos que

los stocks obtenidos de cerebro de ratón blanco y respetando las con­

diciones recién enunciadas, se lograría mejorar la eficiencia del pro
ceso.

Con este objeto se inocularon animales con 0,05 m1 de medio de

cultivo conteniendo 100.000 DL
50 de un stock de virus Junín preparado

en células Vero.

Los resultados de esta inoculación fueron semejantes a los obte­

nidos con el stock de cerebro de ratón blanco, demostrando que el ma­

terial acompañanteen 1a suspensión de virus no interfiere en la adsor­

ción del virus a las células del tracto respiratorio.

DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

Los síntomas clínicosde la enfenmedadfueron similares a los de­

sarrollados por los animales neonatos infectados por vía i.p..

Las primeras manifestaciones se registraron a partir del día 20

p.i., con cuadros de lateralización de 1a marchay pérdida del equili

brio.

Los sintomas neurológicos tuvieron dos máximosde incidencia, uno

alrededor del día 25 P-í- y otro el día 40 p.i..

Unadiferencia observada en relación con los resultados de galg­

my; neonatos inoculados por vía i.p., fue que el porcentaje de animales

que se recuperó de la enfermedad fue muy bajo, menor al 10%, si bien

los porcentajes de morbimortalidad fueron menores para los animales

adultos.
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Las muertes se produjeron generalmente entre el 2do y 4to día de

la aparición de los síntomas neurológicos, aunque se han registrado

algunos casos en que los animales sobrevivieron con síntomas eviden­

tes de enfermedad por más de tres meses.

. PATOGENESIS DE LA INFECCION

La infección por via i.n. a diferencia con 1a vía i.p., no presen

tó diferencias clínicas tan evidentes, que permitieran dividirla tempo

ralmente en fase aguda y persistente. La aparición de síntomas de en­

fermedad estuvo restringida a un pequeño período de tiempo, por lo que

la etapa aguda en algunos animales fue coincidente con 1a persistente

en otros.

Las características virológicas, morfológicas, inmunohistoquimicas,

y serológicas de esta infección se determinaron sobre un grupo de 26

animales inoculados con 100.000 DLSOpor vía i.n.. A distintos tiempos

p.i. (1, 4, 7, 11, 15, 20, 25, 27, 29, 32, 48, 112, y 326 días p.i.),

dos animales infectados y un control sano se sacrificaron para estos

estudios.

Se realizaron algunos estudios virológicos complementarios sobre

algunos animales infectados para los estudios de morbimortalidad de las

secciones 4.2.1. y 4.2.2..

ESTUDIOS ANATOMOPATOLOGICOS

Los estudios morfológicos mostaron a partir del día 7 p.i. una mar

cada meningoencefalitis, caracterizada por infiltrados mononucleares

entre las neuronas y alrededor de los vasos sanguíneos, con ocasiona­

les áreas de necrosis de la sustancia gris o blanca.



4.2.4.2.

4.2.4.3.

-110­

En los estudios de los demásórganos no se observaron alteraciones

morfológicas. .

La correlación de estos datos con los resultados de los demás es­

tudios realizados se muestran en la tabla 7, y se analizan en la sec­

ción 4.2.5.

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA

Los estudios de inmunofluorescencia mostraron determinantes anti­

génicos de virus Junín en el citoplasma neuronal y en los vasos sanguí

neos del cerebro.

Los estudios de los restantes órganos fueron rutinariamente nega­

tivos.

Dadoque en 1a infección por vía i.p. se había determinado por in­

munofluorescencia 1a presencia de antígenos virales en bazo, se decidió

ampliar el estudio inmunohistoquímico a los bazos de los animales so­

brevivientes del estudio de morbimortalidad. Sobre 27 muestras estudia­

das solamente se encontró un bazo positivo, lo que significó una inci­

dencia menor del 3 %.

AISLAMIENTOS DE VIRUS

Los intentos de recuperar virus a partir de órganos de Calomys in­

fectados por vía i.n., solamente tuvieron éxito cuando se ensayaron en

cerebro.

Los títulos virales obtenidos fueron menores que los alcanzados

en la infección por vía i.p. La diferencia observada fue entre uno y dos

logaritmos, obteniéndose valores entre 103 y 104 DL50/ m1. Los datos
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obtenidos se resumen en la tabla 7.

Los resultados indican que las lesiones en cerebro son coinciden­

tes con la presencia de virus infeccioso, pudiendo aislar virus a par­

tir del día 4to y hasta el día 326 p.i. en que se tomó la última mues­

tra.

Los intentos de aislar virus a partir de sangre generalmente no

tuvieron éxito y los pocos aislamientos positivos se lograron a partir

del día 25 p.i. y hasta el 38 p.i..

Así mismolos aislamientos virales de glándulas salivales fueron

negativos en 16 muestras de 17 analizadas.

SEROLOGIA

La infección de los animales adultos por vía.i.n. fue siempre e­

xitosa, dado que después del día 11 p.i. todos los cricétidos presen­

taron anticuerpos neutralizantes específicos en sus sueros, a pesar

que solamente el 30%de los casos estudiados presentaron virus en cere­

bro.

CONCLUSIONES PARCIALES

Los datos presentados sugieren que la inoculación de adultos por

vía i.n. puede conducir a un estado de infección persistente, de acue:

do con los datos obtenidos de los anhnales sacrificados a los 112 y

326 días p.i. (tabla 7).

Conel objeto de ampliar estos resultados se infectaron por vía

i.n. 13 animales mayores de 60 días de edad, que fueron sacrificados

en su totalidad a los 70 días p.i.
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TABLA 7

CORRELACION DE LOS ESTUDIOS VIROLDGICOS, NDRFOLOGICDS, INMUNOHISTOQUIMIms

Y SEROLOGICDS DE C. musculínus ADULTOS INFECI‘AIDS CON VIRUS JUNIN POR VIA LN.

DIA TITULO DE VIRUS EN IF° LESION TITULO

p.i. CEREBRO* EN CEREBRO CEREBRAL ANTICUERPOS NEUTR.

1 <1,7 <1,7 — - - — <5 <5

4 1,0x1o2 1,0x102 + + — — <5 nh

7 <1,7 1,0x1o2 - + S - + nh <5

11 8,0x1o2 2,0x1o2 + + + - 4o <5

15 8,0x1o2 2,0x1o2 + + + + >320 nh

20 2,0x1o4 2,0x1o3 + + + + nh nh

22 2,1x1o2 nh + nh + nh >520 nh

25 <1,7 <1,7 — — — — 4o nh

27 <1,7 2,0x1o4 - + - + >520 so

29 <1,7 1,0x103 - + - + 80 >320

32 <1,7 ' <1,7 - - — - >520 >320

48 <1,7 <1,7 — — — — >320 >320

112 <1,7 nh — nh - nh >320 nh

326 1,0x104 nh + nh + nh >320 nh

*:expresado en DLSO/ml;°:imnunofluorescencia; nh:muestra no estudiada
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En cinco de estos animales se detectó virus en cerebro, en títu­

los de 102 a 104 DLSO/ml,coincidentemente con la observación de me­

ningoencefalitis.

Estos resultados confinmanque la infección del C. musculinus

adulto por vía i.n. induce una infección persistente.

El resto de los cricétidos inoculados clarificó el virus, pero

al igual que los animales persistentenente infectados, desarrollaron

anticuerpos neutralizantes en títulos mayoresa 320.

Los estudios de susceptibilidad del Calome musculinus adulto a

la infección Convirus Junín por vía i.n. determinaron que al aumen­

tar la edad del cricétido a1 momentode 1a infección se obtenían me­

nores índices de morbimortalidad (tabla 6). Así mismocuando la varia

ble fue 1a cantidad de virus inoculada se observó que si se disminuía

10 veces la dosis, los porcentajes de'enfermedad y muerte lo hacían

entre un 15 y un 20 %respecto de la doSís más alta (figura 14).

Conel objeto de determinar la importancia de estas dos variables

sobre la respuesta de tipo persistente, se analizaron en la tabla 8

los casos de perSistencia viral en función de la edad al momentode

la infección, así como,de la dosis inoculada.

Si se observa la primera y tercer fila de 1a tabla, se puede con­

cluir que la edad al momentode 1a infección no tiene ninguna influen­

cia sobre el tipo de respuesta, dado que los porcentajes de animales

persistentemente infectados son prácticamente iguales, aún cuando las

incidencias de morbimortalidad entre ambosgrupos son diferentes.
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Si ahora se comparanlas dos primeras filas y las dos últimas, se

puede observar una marcada tendencia en favor de la respuesta persisten

te para 1a dosis mayor. Aunquese debe destacar que estos resultados

no tienen un valor definitivo dada la diferente cantidad de animales

que se utilizaron para una y otra dosis. Esto se debió a que se dis­

ponía de mayor cantidad de cricétidos inoculados con la dosis más a1­

ta, ya que los estudios sobre la vía i.n. se plantearon bajo esas con­

diciones, comofuera fundamentadoen la sección 4.2.2.; mientras que

los animales incoulados con la dosis menor, eran los provenientes de

uno de los estudios preliminares.

TABLA 8

INFLUENCIA DE LA DOSIS DE VIRUS JUNIN Y DE LA EDAD DEL C.muscu1inus

INOCULADOPOR VIA I.N. SOBRE EL TIPO DE RESPUESTA A LA INFECCION

EDAD AI,I[»EDDI) DOSIS# N° ANIMALES AISLAMIENTO VIRAL**

DE LA INTECCION*_ ESTUDIADOS POSITIVO NEGATIVO

30 - 60 105 31 10 (32%) 21 ( 68%)

4 o o10 5 o ( 05) 5 (1005)

90 - 150 105 ss 17 (31%) 38 ( 69%)

104 9 1 (11%) 8 ( 89%)

*zexpresada en días; fi: expresada en DLSO/ml;**: realizados en anima­

les que superaban los 60 días p.í.
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4.3. POSIBLES MECANISMOSDE TRANSMISION DEL VIRUS JUNIN

Comoya fuera mencionadoen la introducción, los arenavirus se

perpetúan en la naturaleza a través de la persistencia en sus huéspe­

des naturales, ya sea por transmisión vertical u horizontal.

En el binomio C. musculinus-virus Junín, se ha demostrado que

hembraspreñadas, virémicas al momentodel parto, dan a luz crías li­

bres de virus Junín. (76)

Estos experimentosfueron realizados sacrificando a distintos

tiempos post-parto, las crías de Calomzsmadres que se presentaban in

‘fectadas a1 momentodel parto. Si las crías eran testeadas entre el

4to y 20vodía post-parto, no se encontraban vestigios virales; mien­

tras que si las crías eran estudiadas más tarde, entre 24 y 52 días,

las crías que estaban en contacto con sus madres se presentaban in­

fectadas.Los estudios virológicos realizados sobre estas madres indi

caron eliminación de virus en saliva y en orina. La leche materna no

fue estudiada .(76)

Ademásen ese mismotrabajo, fue estudiada la transmisión hori­

zontal demostrando su existencia en animales en íntimo contacto, aun:_

que el contagio por vía area, orina, heces o por contacto a través de

telas metáliCas también ocurrió pero en menor grado.

Los estudios realizados en el presente trabajo no pudieron demos­

trar elhninación de virus por orina y solamente se eliminarían peque­

ñas cantidades de virus por saliva, aunque en un porcentaje muybajo de

la población infectada persistentemente.
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La escasa eliminación de virus dificultaba el estudio de las po­

sibles vías de transmisión del agente en el huésped. Pero el control

diario de los cricétidos inoculadospara los distintos estudios, per­

mitió determinar signos neurológiCos en madres que amantaban crías

infectadas por vía i.p.. Estas observaciones llevaron a realizar un

estudio más profundo en hembras así infectadas.

Con este objeto, se estudiaron 7 C.muscu1inus hembras que aman­

taban sus crías inoculadas experimentalmente. Estos animales fueron

sacrificados a distintos tiempospost-parto y se practicaron aisla­

mientos virales a partir de cerebros.

Los resultados se muestran en la tabla 9, y se observa que 3 de

las 7 muestras estudiadas presentaron aislamiento positivo.

Se consideró la posibilidad de que la ingestión de restos de cadg

veres de crías muertas por el virus pudiera ser la causa de la infec­

ción. Sin embargo,no pudo correlacionarse los aislamientos positi­

vos con madres que hubieran practicado canibalismo.

Estas observaciones llevaron a diseñar dos experimentos destina­

dos a comprobarel modode transmisión del virus.(secciones 4.321 y4.3.2)

INFECCION DE C.muscu1inus ADULTO POR CONTACTOCON CRIAS INFECTADAS

El objetivo de este experimentoera estudiar la infección cróni­

ca en C.muscu1inusinfectados por vías naturales, y sus diferencias

con la infección experimental.

Basándoseen los resultados detallados en la tabla 9, se decidió

estudiar hembrasadultas que amantabancrías inoculadas experimental­

mente .
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TABLA 9

DETECCION DE INFECCION NATURALEN C. musculinus MADRES DE CRICETIDOS

INOCULADOS CON VIRUS JUNIN

MADRE

N0

TIEMPO SACRIFICIO

POST-PARTO*

SINTOMAS DE

INFECCION

CANIBALISMO AISLAMIENTO

DE VIRUS

31

37

48

51

60

62

97

no

no

no

no

si

no

no

_si

si

si

no

no

no

no

+

*:expresado en días
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Con este fin se tomaron 52 camadas de crías de C. musculinus con

sus respectivas madres. Las crías fueron inoculadas con 4000 DL50por

vía i.p. Los animales fueron observados durante 23 días, registrandose

diariamente síntomas de enfermedad o muerte. Luego de este período de

observación las crías fueron destetadas y utilizadas para 105*diferen­

tes experimentos de la sección 4.1.

Las madres fueron colocadas en jaulas indiViduales y a distintos

tiempos grupos de por lo menos tres animales fueron sacrificadas por_

exanguinación por punción del plexo venoso retroorbitario. En cada gru­

po se practicó una autopsia detallada, obteniendose muestras de cere­
¡ o

bro, glándulas salivales, bazo, riñon, mamay ovario, los que fueron

procesados para estudios anatomopatológicos, virológicos, inmunohisto- 3'4X

químicos y serológicos.

Los tiempos de sacrificios fueron entre 30 y 481 días post-contac­

to(p.c.), tomandocomotiempo cero el día de inoculación de las crías.' .

Los resultados de este experimento se reseñarán juntamente con

los del experimento de la sección 4.3.2.

. TRANSMISION VERTICAL DEL VIRUS JUNIN EN C. musculinus PERSISTENTEMENTE

INFECTADOS

Este experimento se planteó'de forma que C.musculinus hembras pre­

ñadas estuvieran persistentemente infectadas en el momentode la pari­

ción, con el objeto de establecer si bajo estas condiciones las crías

recién nacidas o en estado fetal estaban infectadas con virus Junín.

Este experimento planteaba un grado de incertidumbre debido a que
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no se sabría cuales de las hembraspreñadas estaban persistentemente

infectadas hasta después del sacrificio de las mismas, o sea, cuando

se pudiera practicar los aislamientos virológicos correspondientes.

Esto era debido a que no se disponía de ningún método no traumático

para investigar la presencia de virus en los animales, dado que la

eliminación de virus por saliva o la existencia de viremias fugaces,

que permitirían aislamientos virológicos no traumáticos, se presen­

tan en un bajo porcentaje de los animales crónicamente infectados.

En consecuencia, 8 CalOmysmadres sanas fueron expuestas al vi­

rus bajo las mismascondiciones del experimento anterior, luego del

destete de las crías (23 días post-parto), fueron apareadas con machos

sanos de aproximadamente la misma edad (entre 60 y 90 días de edad).

fueron sacrificadas, dejando las restantes hasta 24 hs después del

parto momentoen que también fueron sacrificadas junto con sus crías.

En amboscasos los animales fueron sangrados a blanco y de todas

las hembrasse guardaron muestras de cerebro, glándulas salivales, ba

zo, ovario y placenta, las que fueron procesadas para estudios anato­

mopatológicos, inmunohistoquímicos, virológicos y serológicos. Estos

mismosestudios fueron realizados en muestras de fetos o crías.

Los resultados de estos experimentos serán detallados a continua­

ción juntamente con los de la sección 4.3.1.

4.3.3. RESULTADOSDE LOS EXPERIMENI‘OSDE LAS SECCIONES 4.3.1 y 4.3.2.

4.3.3.1. REGISTRO DE MORBIMORTALIDAD

' Cuandose observaron signos inequívocos de preñez, 4 de las hembras
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Sobre 52 Calomzsmadres estudiadas, solamente 4 presentaron sín­

tomas neurológicos y 3 de ellas murieron. La autopsia reveló presen­

cia de antígenos de Virus Junín en sus cerebros.

ESTUDIOS ANATOPDPATOLOGICOS

Los estudios anatomopatológicos demostraron alteraciones en ce­

rebro y bazo solamente.

En los cerebros se observaron lesiones leves,consistentes en in­

filtrados mononuclearesperivasculares y discretas meningitis. Como

se puede ver en la tabla 10, estas alteraciones se presentaron en los

animales sacrificados una semanadespués de practicado el destete, o

sea 30 días p.c. y hasta los 481 días p.c. en que se tomó la última

muestra.

El bazo por su parte mostró un notorio aumento de tamaño, llegan­

do en algunos casos a duplicar el tamaño normal. Los estudios con mi­

croscopía de luz permitieron observar que las esplenomegalias, se de­

bían a una marcadahiperplasia linfática a expensas de 1a proliferación

de inmunoblastos en los centros germinativos de la pulpa blanca. Es­

tas lesiones tuvieron menor incidencia que las detectadas en cerebro

(tabla 10).

El resto de los órganos estudiados,.así como, los fetos o crías

reciéh.nacidas no mostraron alteraciones morfológicas.

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA

La técnica de inmunofluorescencia permitió detectar antígenos de

virus Junín en neuronas, vasos sanguíneos encefálicos y en escasas cg
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TABLA 10

RESUMEN DE LOS ESTUDIOS NDRFOLOGICOS E IMHJNOHISTOQUIMICOS REALIZADOS EN

MADRES DE CRIAS INOCULADAS CON VIRUS JUNIN POR VIA i.p.

TIB‘IPO DE DAÑO ESPLENO- IF# IF DAÑO O IF

SACRIFICIO* ENCEFALICO MEGALIA EN CEREBRO EN BAZO EN OVARIO

30- 59 2/ 6 2/11 2/ 6 2/11 0/11

60- 89 2/ 7 1/ 5 2/ 7 1/ 5 0/ 3

90-119 2/ 3 1/1 2/ 3 1/1 nh

120-149 2/19 3/19 2/19 3/19 0/15

150-210 2/ 6 3/ 6 2/ 6 3/ 6 0/ 2

481 2/ 5 2/ 5 2/ S Z/ 5 nh

LUIAL 12/46 12/47 12/46 12/47 0/31

*: expresado en días post-inoculación de las crías que eran amamantadas'por

los animales sacrificados

#z imnunofluorescencia; nh: muestra no estudiada
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lulas de bazo de aspecto estrellado.

La detección de inmunofluorescencia positiva en dichos órganos

se vio correlacionada con 1a existencia de alteraciones morfológicas

en los mismos (tabla 10).

El resto de los órganos estudiados no mostraron fluorescencia.

El estudio de los cortes de órganos de fetos o crías recién na­

cidas arrojó resultados negativos.

AISLAMIENTO DE VIRUS

Las muestras de cerebros de hembras que habían presentado lesio­

nes e inmunofluorescenciapositivas, fueron tituladas en ratón blanco.

Estos intentos de aislamiento fueron en todos los casos exitosos y los

títulos obtenidos oscilaron entre 2,4 x 102 y 4,8 x 105 DLSO/ml.

Los estudios virológicos realizados en sangre y otros órganos in

cluyendo los bazos que presentaron fluorescencia positiva fueron nega­

tivos. Así mismolos aislamientos a partir de órganos de fetos y crías

recién nacidas fueron rutinariamente negativas.

SEROLOGIA

La pesquisa de anticuerpos neutralizantes permitió observar que

alrededor del 70%de los animales presentaban títulos de anticuerpos

variables desde 40 a 720.

. CONCLUSIONES PARCIALES

En la tabla 11 se resumen algunos de los datos hallados en estos

experimentos, pudiendoclasificarse las diferentes respuestas en cuatro

grandes grupos.
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Grupo 1: En este grupo se observa una estrecha correlación entre

la presencia de lesiones histopatológicas y aislamiento de virus en encé­

falo, de tal manera que aquellos animales que tenían meningitis y vascu­

litis, tenían determinantes antigénicos y virus infeccioso en encéfalo.

Dentro de este grupo podemosdiferenciar a su vez, entre aquellos cricé­

tidos que ademásde tener sus cerebros infectados presentaron o no deter­

minantes antigénicos en bazo: Grupo 1.1_y Grupo 1.2 . Además todos estos

animalespresentaron altos títulos de anticuerpos neutralizantes.

Grupg 2: Este grupo, constituido por un menor número de animales,

incluye a los cricétidos que presentaron exclusivamente determinantes anti

génicos de virus Junín en bazo. Sin embargo, fue imposible recuperar vi­

rus infeccioso de alguno de estos órganos.

A1 igual que los cricétidos del grupo 1 los animales de este gru­

po tenían altos niveles de anticuerpos neutralizantes.

Grupo 3: Incluye a aquellos animales que demostraron una respues­

ta inmunehumoralcontra el virus Junín, sin presentar ningún vestigio de

virus o lesión en sus organismos.

Gruno 4: Este último grupo involucra a aquellos cricétidos que no

tomaroncontacto con el virus Junín, o si los hicieron no presentaban anti

cuerpos específicos o secuelas producidas por el virus Junín.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el contacto entre

hembras sanas con animales inoculados experimentalmente puede llevar a un

estado de infección persistente. Si bien se puede suponer que el contagio
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TIEMPODE SACRIFICIO"

78

395

88

392

91

236

120

109
¿“NN-‘fldflcnum

LESION

''''++++ENCEREBRO

nh: muestra no estudiada.

IIMJNOFLUORESCENCIA

''''++++ENCEREBRO

AISLAMIENTOVIRAL

''''++++DECEREBRO
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CRIAS INFECI'ADAS EXPERIMENI‘AU-JIENTE

TABLA 11

tadas por los animales sacrificados.

LESION

''++''++ENBAZO

: expresado en días_post-inoculación de 1

IWINOFLUORESCENCIA

''++''++ENBAZO

¡

AISLAMIENTOVIRAL

lllIll|¡

TITULODEANI'ICUERPOSNEUTRALIZANI'ES

160

320

720

80

nh

320

80

<5

CORRELACION DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS CON HEMBRAS QUE AMAMANI'ABAN

as CI'laS que eran amaman­
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de las hembras se produjo por vía respiratoria o por ingesta de ma­

teriales contaminados,se desconocesi las crías lactantes eliminan

virus por alguna vía, dado que ha sido imposible determinarlo debido

a las dificultades técnicas derivadas del pequeño tamaño de estos a­

nímales.

Las posibles vías de contaminaciónmaterna incluirían:

.- contacto con virus eliminado por vías naturales (saliva, orina)

.- ingestión de cadáveres de crías muertas por el virus

.—absorción de parte del inóculo viral inyectado en las crías al

limpiar con la lengua las crías recién inoculadas.

Este tipo de infección natural: provocaría una infección con me­

nor morbimortalidad que la presentada por cualquiera de las tres vías

descriptas anteriormente, mientras que los estudios anatomopatológicos

y virológicos demuestran patrones similares de infección, remarcando­

se una mayor incidencia de inmunofluorescencia positivas en bazo coin­

cidentemente con la presencia de esplenomegalia.

Sin embargo, fue llamativo que no se pudiera aislar virus infeccio­

so de dichos órganos, por lo cual no se podría considerar el bazo cómo

un órgano reservorio de virus.

Los estudios realizados en la sección 4.3.2., demostraron que so­

bre 8 madres apareadas, solamente 2 estaban persistentemente infectadas

al momentode su sacrificio, o sea, durante la gestación o 24 hs des­

pués de producido el parto.

Ambasmadres presentaron virus en cerebro y pertenecían al grupo

de hembras que se sacrificaron 24 hs después del parto.
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Los estudios realizados en crías recién nacidas demostraron que

las mismasno estaban infectadas.

Por otro lado en la tabla 10 se muestran los resultados de los

estudios de fluorescencia y microscoía de luz realizados en ovarios

de 31 C musculinus madres, muchas de las cuales estaban crónicamente

infectadas al momentodel sacrificio, y en todos los casos se obtuvie­

ron resultados negativos. I

Las conclusiones de estos experimentos permiten presumir que si

existe transmisión vertical, esta debe ocurrir algún tiempo después

del nacimiento, posiblemente por contacto con secreciones maternas in

fectadas. Existiría un período refractario a la infección, durante la

etapa lactante, dado que es muyprobable que en la leche se transfiew

ran anticuerpos contra el virus.

Esta posibilidad de protección pasiva de las crías durante el

período lactante, se apoya en los estudios realizados por Sabattini y

col (76), en los que solamente se lograba aislar virus de C.musculinus

neonatos que superaban dicho período.

. FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL ESTABLECIMIENTO Y/O MANTENIMIENTO DE LA

INFECCION PERSISTENTE DEL Calomys musculinus CONVIRUS JUNIN

Fundamentalmente, se ha responsabilizado a 1a generación de mutan­

tes virales termosensibles (ts), antigénicas u otras de menorvirulen­

cia, comoposibles causas del establecimiento de infecciones persisten

tes, o alternativamente a la síntesis de partículas defectivas interfe­

rentes o interferón­
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La mayoría de estas conclusiones se han obtenido en sistemas in;

vitro , y posteriormente han sido homolagadasa los sisitemas in vivo

aunque poco se ha hecho con estos últimos. I

En relación con el virus Junín, se sabe que una de sus principales

caracteristicas es la de establecer persistencia tanto in-vivo comoin;

vitro. Dadasu capacidad de infectar una amplia variedad de huéspedes

experimentales ( ratón, cobayo, hamster, rata y primates), con distin­

tos grados de patogenicidad para cada uno de ellos, según la cepa de

virus utilizada y la edad del animal en el momentode 1a infección,

se han logrado importantes avances en el conocimiento de los tipos de

infección y fisiopatología de la enfermedad, aunque es poco lo que se

sabe acerca de los mecanismosutilizados por el virus para persistir

en sus huéspedes.

Todos los conocimientos que se tienen acerca de estos mecanismos

se deben a los trabajos in-vitro, en células Vero o BHK21.Las carac­

teristicas principales de los cultivos celulares persistentemente ín­

fectados son:

- Morfologíay caracteristicas citogenéticas similares a los de

cultivos sanos. (13)

- Solamente entre el 0,1 y el 1 %de las células son productoras

de virus.(13)

- La producción viral es cíclica durante los primeros estadios

de la infección, posteriormente 1a producción de viriones es esporá­

dica o nula. (7)



-128­

- Las partículas virales que se producen durante el período per­

sistente, han mostrado modificaciones en termosensibilidad o tenmola­

bilidad.(13)

El aislamiento de mutantes ts implica la existencia de un fenóme­

no de\selección natural en la población viral en favor de estas mutan­

tes.

-Otras característica de los cultivos persistentemente infectados

es la producción de partículas PI.(21,23)

Todoestos hallazgos permiten afirmar que la infección persisten­

te es un fenómenocomplejo en el que intervienen diversos factores,

sin poder determinar los grados de importancia de cada uno de ellos.

Por otro lado, el equilibrio de los factores intervinientes parecería

estar regulado por factores celulares, dado que si se altera el esta­

do fisiológico celular se producenmodificaciones en dicho equilibrio.

(8)

Si bien el análisis de los. factores..involucrados en la persis­

tencia in vitro puede arrojar pautas sobre el mecanismode la persis­

tencia in vivo, aunque 1a complejidad de un organismo Vivo y la pre­

sencia del sistema inmunecomplican 1a interpolación de los resultados.

Resulta entonces ideal, aunque complejo, establecer modelos experi

mentales in vivo que ayuden a comprender mejor la infección natural.

En un sistema virus-huésped se puede focalizar la investigación en

el rol del huésped o en las modificaciones que sufre el parásito dentro
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del mismo.

En esta sección se analizarán las alteraciones que sufre el virus

durante la infección persistente, con el objeto de explicar o esclare­

cer el mecanismode 1a persistencia.

FENOMENODE INTERFERENCIA EN LAS POBLACIONES VIRALES AISLADAS DE CERE­

BROS DE C. musculinus CRONICAMENTEINFECTADOS

Comose mencionóanteriormente, los aislamientos virales se reali­

zaron inoculando macerados al 10%(p/v) de los órganos a estudiar, por

vía i.c. en ratón lactante. Cuandose efectuaban las titulaciones de

materiales provenientes de cerebros que habían presentado aislamiento

positivo, se observó que no siempre había una relación lineal dosis ­

respuesta.

Este fenómeno se puede observzr en la figura 15, donde se han gra­

ficado los porcentajes de mortalidad acumulativos de los ratones inoi

culados con las distintas diluciones de las.muestras'á titular,en fun­

ción del tiempo p.i.. En todos los casos graficados la mortalidad fue

muchomayor para las-diluciones 1:100 que la presentada por las dilu­

ciones 1:10. Este comportamiento fue muy marcado en la muestra 17C,

para la cual se obtuvo más de un 60 %de mortalidad en la dilución

1:100, mientras que el dilución menorno se registró mortalidad.

Simultáneamentese registraron otros resultados llamativos, como

era la ausencia de placas en cultivos infectados con muestras de cere­

bros que habían presentado aislamiento positivo en ratón.
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Comoejemplo se puede citar la muestra 17C, cuyo título viral si bien

no pudo ser calculado por el método de Reed y Muench por los problemas

mencionadosen el párrafo anterior, se puede suponer que estaría alre­

dedor de 104 DLSO/ml.Pero cuando se intentó calcularlo en cultivo de

tejidos por el métodode unidades formadoras de placas, no se obtuvier

ron placas en ninguna de las diluciones ensayadas.

Este fenómenose repitió en un número importante de muestras, y

sus caracteristicas eran similares a las descriptas para otros siste­

mas virales, y que se denomina-autointerferencia.

El fenómenode autointerferencia ha sido asociado a la presencia

de partículas PI en las poblaciones virales.

Conel objeto de comprobarsi efectivamente los resultados obteniá

dos eran debidos a la presencia de particulas PI, se realizaron ensayos

de interferencia viral con algunas de las muestras de cerebro en cuesr

tión. Los materiales seleccionados correspondieron a los animales 17C

y 29. Siguiendo el procedimiento detallado en materiales y métodos se

obtuvieron los resultados presentados en la tabla 12.

Comose puede observar, los materiales escogidos no produjeron pla

cas per se, mientras que en las monocapaspretratadas con estos materia­

les y luego superinfectadas con virus estándar, se observó una disminu­

ción en el númerode placas respecto de las obtenidas en el control de

virus sin pretratamiento. La muestra correspondiente al Calomzs 17Cpro­

- dujo un 52 %.de inhibición, mientras que el material del Calomxs 29 ng

so inhibición total en la producción de placas.
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TABLA 12

ENSAYOS DE INTERFERENCIA CON POBLACIONES VIRALES OBTENIDAS DE CEREBROS DE

Calomzsmustu‘ï:gc

MATERIAL INOCULADO N° DE PLACAS* % DE INHIBICION

Control de virus estándar** +

virus medio de cultivo 60 0

cerebro Cal. 17C# +

medio de cultivo 0 -—

Calomzs 17C

cerebro Cal. 17C# +

virus estándar 29 52

cerebro Cal. 29# +

medio de cultivo O -—

Calome 29

cerebro Cal. 29# +

virus estándar O 100

*: El número de placas es el promedio de dos experiencias.

**: El stock de virus Junín estándar fue obtenido en células Vero, con un

título de 3 x 1o6UFP/mly se utilizó en dilución 1:10.000.

#z Los materiales de Calomxs fueron utilizados en dilución 1:10
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Este experimento permitió establecer formalmente la existencia de

un fenómenode interferencia, pero no aportó datos acerca de los facto

res que medíaban dicho fenómeno.

Los antecedentes de infecciones persistentes con virus Junín in­

vitrg sugerían comoposible causa de la interferencia a las partículas

PI, pero no se podía descartar que estuviera mediado por otro tipo de

partícula viral, comopor ejemplo variantes de crecimiento lento o de­

bido a'la presencia de algún virus adventicio en el cerebro del Calomxs.

En consecuencia, se buscó alguna metodología selectiva que penmi­

tiera discernir entre estas posibilidades. Dadoque se sabía que las

partículas PI de virus Junín son resistentes a 1a irradiación con luz

UV(22), mientras que las variantes de crecimiento lento así comolos

virus adventicios posiblemente necesitarían su genomaintacto para e­

jercer su actión interferente, se decidi6.realizar un experimentoshui­

lar al anterior, pero irradiando con luz UVpreviamente los materiales

a ensayar. Este procedimientoeliminaría las dos últimas alternativas.

Por otra parte, los elevados porcentajes de interferencia que pre

sentaban algunas de las muestras ensayadas, por ejemplo la muestra del

Calomxs29, llevó a pensar que el fenómeno de interferencia era dema­

siado importante para ser causado solamente por partículas PI. En con­

secuencia se decidió realizar un control con cerebro normal, con el

objeto de descartar algún factor inespecífico.

Para.la realización del experimento se eligieron 5 muestras de ce

rebro que presentaban fenómenode autointerferencia (Calomzs 22, 29,

30, 33 y 41). De cada material se tomaron dos alícuotas, una de las cua­
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les se irradiado durante 6 min. Posteriormente, se realizó un ensayo de

interferencia con ambasalícuotas, siguiendo el protocolo descripto en

la sección 3.13.

Los resultados se resumen en la tabla 13, donde se puede observar

que todas las muestras de cerebro ensayadas, inclusive la proveniente

de C.muscu1inusnormal, estuvieran o no irradiadas, inhibieron aproxi­

madamenteel 100 %de las placas del virus estándar.

En consecuencia estos resultados no permitieron concluir nada acer

ca de las partículas PI, pero apoyaron la presunción de la existencia

de otro factor interferente; dado que el cerebro normal inhibió en la

mismaproporción que el resto de los materiales y solamente se podría

descartar que la interferencia fuera debida a la replicación activa de

algún agente viral.

La existencnade un factorCes) interferentes en los cerebros de

los C.muscu1inusnormales, complicaba los intentos de establecer la pre

sencia de partículas PI en las poblaciones virales del cerebro y su po­

sible papel en la persistencia.

En vista de estos resultados se pensó que sería posible-demostrar

1a presencia de partículas P1.uti1izandordos estrategias diferentes:

-.—Diferenciar las actividades interferentes por sus mecanismosde

acción.

.- Separandofísicamente las actividades-interferentes.

Se sabía que las partículas PI ejercen su acción dentro de la cé­

lula. Por otra parte, los estudios realizados con otros factores inter­
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TABLA 13

ACTIVIDAD IhHERFERENTE DE CEREBROS DE C. musculinus INFECTADOS SOBRE LA MULTI­

PLICACION DEL VIRUS JUNIN

MATERIAL INOCULADO# N° DE PLACAS* % DE INHIBICION

Control de virus estándar +
virus medio de cultivo 58,3 0

cerebro normal +
medio de cultivo 0,0 -­

Cerebro cerebro normal +
normal virus estándar 6,5 89

cerebro normal irrad.+
virus estándar 15,0 74

cerebro Cal 29 +
medio de cultivo 0,0 -­

Cerebro cerebro Cal 29 +
Calomxs 29 virus estándar 0,0 100

cerebro Cal 29 irrad.+
virus estándar 0,0 100

cerebro Cal 30 +
medio de cultivo 0,0 ' -­

Cerebro cerebro Cal 30 +
Calomzs 30 virus estándar 4,5 92

cerebro Cal 30 irrad.+
virus estándar 3,0 95

cerebro Cal 33 +
medio de cultivo 0,0 -­

cerebro cerebro Cal 33 +
ÉÉÉQEXE33 virus estándar 0,0 100

cerebro Cal 33 irrad.+
virus estándar 0,0 100

continúa...///
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..///
TABLA13 (continuación)

MATERIAL INOCULADO# N° DE PLACAS* % DE INHIBICION

cerebro Cal 22 +
medio de cultivo 0,0 -­

Cerebro cerebro Cal 22 +
Calomxs 22 virus estándar 5,5 91

cerebro Cal 22 irrad.+
virus estándar 6,5 89

cerebro Cal 41 +
medio de cultivo 0,0 -—

Cerebro cerebro Cal 41 +
Calogzs 41 virus estándar 0,0 100

cerebro Cal 41 irrad.+
virus estándar 0,0 100

#: Las muestras de cerebros se utilizaron en dilución 1:10. El stock de

virus Junín estándar fue obtenido en células Vero, con un título de

3 x 1o6 UFP/ ml y se utilizó en dilución 1:10.000.

*: Cada una de las muestras se ensayó por duplicado y el número de placas

es el promedio de ambas experiencias.
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ferentes de origen celular, hacían suponer que la actividad antiviral

estuviera mediadapor un bloqueo de los receptores celulares, impidien

do la adsorción y en consecuencia la entrada del virus estándar.

En función de este supuesto y sabiendo que las partículas PI al

igual que las partículas salvajes, se adsorben irreversiblemente luego

de un período de tiempo, se podía suponer que si se dejaban adsorber

suspensiones de cerebros infectados (que tendrían partículas PI y el

factor celular) durante una hora, y luego se lavaba la monocapase

lograría eliminar el factor interferente celular, cuandoya las partí­

culas PI estuvieran adsorbidas, pudiendo de esta fonmarealizar ensayos

de interferencia específicos para partículas PI.

En consecuencia, se debía establecer en primer lugar si diluyendo

las suspensiones de cerebro se eliminaba el factor celular,o si luego

de adsorber dichas suSpensiones a monocapascelulares se podía

remover el factor con lavados sucesivos.

Coneste objeto, distintas diluciones de una suspensión de cerebro

de Calomys normal se adsorbieron por duplicado durante 1 h a 37°C,a mo­

nocapas de células Vero. Luego las monocapas fueron lavadas 0, 1, 2, 6

3 veces con PBSy posteriormente fueron infectadas con una dilución a­

propiada de virus estándar según fue descripto.

La tabla 14 muestra los resultados obtenidos con los distintos pro­

cedimientos, observandose que la actividad interferente disminuye a me­

dida que se diluye la suspensión de cerebro, pero aún está presente en

una dilución 12100. Ademáslos lavados previos a la infección con virus

estándar no eliminaron el factor interferente.
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TABLA 14

QABACIDAD INHIBITORIA DEL CEREBRODEL Calomys musculinus NORMALSOBRE LA

INTJCTIVIDAD DEL VIRUS JUNIN

SUSPENSION DE CEREBRO No DE PLACAS Y % DE INHIBICION RESPECDO DEL OONTROL*

DE Calomzs NORMAL SIN LAVADOS CON LAVADOS

(dilución) 1 lavado 2 lavados 3 lavados

concentrado _3¿Q(94%) 4,5(91%) 3,5(93%) 0,0(100%)

1 : 10 12,5(76%) 13,0(74%) 14,0(72%) 13,0(74%)

1 100 37,5(26%) 41,5(19%) 34,0(33%) 45,0(12%)

control sin cerebro s1,o(o%)

*: Cada dato de la tabla es el promedio de dos experimentos. Se tomó como

control el número de placas producidas por el virus cuando las monocapas

fueron preincubadas solamente con medio de cultivo.
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Estos resultados sugieren que la actividad interferente persiste

en la célula aún cuando se intente su eliminación con lavados exhauti­

vos, siendo más efectiva la dilución de las suspensiones de cerebro

para eliminar dicha actividad.

En consecuencia, se podría intentar diluir más de cien veces las

muestras de cerebro con el objeto de hacer indetectable la actividad

interferente celular. Pero dado que en materiales virales enriquecidos

experimentalmenteen partículas PI, se obtienen concentraciones tales

que su actividad interferente no es detectable cuando son diluidas

másde 100veces, es imposible utilizar dicha estrategia.

Se planteó comoalternativa la posibilidad de separar la actividad

interferente celular,de las partículas PI por centrífugación diferen­

cial. Se sabía que las partículas PI no pueden ser separadas por esta

técnica de los viriones. AdemásCoto y col (9), demostraron que el vi­

rus Junín obtenido de cerebro de ratón blanco sedimenta con las fraccig

nes oitoplasmáticas (mitocondrial y microsomal), y que entre ambas frag

ciones retienen el 100%de la infectividad viral, mientras que en la

fracción nuclear y soluble penmanecemenos del 1%de total de virus.

Conla esperanza de que la actividad interferente celular sedimen­

tara en una sola de las fracciones citoplasmáticas, o quedara en la frag

ción soluble, se realizó el fraccionamiento subcelular de un homogeneiaa

do de cerebros de Calome adultos comose describió en Materiales y Métg

dos.

Concada una de las fracciones obtenidas se realizaron sendos ensa­
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yos de interferencia. Los resultados se muestran en la tabla 15.

Se observa que la actividad interferente celular, se distribuye

casi n su totalidad entre las fracciones mitocondrial y microsomal,

presentando en consecuencia el mismoperfil de sedimentación que el

virus Junín, lo cual hace imposible la separación-mencionada por cen

trifugación diferencial.

La actividad interferente presente en núcleos y fracción soluble

es debida posiblemente a contaminaciones que se eliminarían con una

mayor cantidad de lavados.

Si bien se había fracasado en el logro de uno de los objetivos

propuestos, comoera demostrar la participación de las partículas PI

en la infección persistente, el hallazgo de la actividad interferen­

te en el cerebro del Calomxsmusculinus nonmal, planteó la posibili

dad que esta actividad tuviera algún rol en la patogenia de la enfer­

medad.

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD INTERFERENTE PARA VIRUS JUNIN PRESENTE

EN EL CEREBRODEL Calomys musculinus

Las investigaciones sobre inhibidores virales han demostrado que

existen normalmenteun númerovariable de inhibidores inespecíficos

para distintos virus en los fluidos corporales (suero, leche, calostro,

saliva etc.), extractos de tejidos y tambienhan sido descriptos en

cultivos celulares. (4,3,77)

Muchosde estos inhibidores serían producidos espontáneamente,

mientras que otros serían detectados solamente después de aplicar a1­

gún estímulo externo.
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TABLA 15

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD INTERFERENI'E PRESENTE EN EL CEREBRO

DELCalomys musculinus

FRACCION % DE INHIBICION DE DISTINTAS DILUCIONES DE LAS FRACCIONES SUBCELULARI

SUBCELULAR RESPECTO DEL CONTROL *

concentrada 1:10 1:100

núcleos nh 7 8

mitocondrias. 91 79 1

microsomas 90 47 4

fracción soluble' 40 2 0

homogeneizado
total 86 56 6

*: Los resultados representan los porcentajes de inhibición en el númerode

placas obtenidas para cada dilución de las distintas fracciones, respecto de

un control de virus estándar sólo, que originó 85 placas. Cada resultado es

el promedio de dos muestras procesadas simultáneamente.
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Los inhibidores tienen una variada composición química y modos de

acción. Algunos tienen actividad monoespecífica, mientras que otros

tienen un amplio rango de acción.(37)

Conreferencia al virus Junín, existe un trabajo del año 1970de

Garayy Parodi; en el que se describe la presencia de un factor inhibi

dor del poder infectante del virus para cultivos de células Vero, ob­

tenido de cerebros de ratones blancos adultos normales.

Los autores propusieron comomecanismo de acción, un retardamien­

to en la velocidad de adsorción del virus a la célula, aumentandoasí

la tasa de inactivación térmica del virus en el sobrenadante.

El factor inhibidor también fue aislado de ratones recién nacidos,

pero presentó menoractividad que el factor obtenido de ratones adultos.

(14)

Finalmente los autores discuten un posible papel de este factor

sobre el desarrollo de 1a resistencia a la encefalitis viral que pre­

senta el ratón adulto respecto del ratón lactante. Postulan la proba­

ble participación del factor retardando la multiplicación viral e in­

terfiriendo el pasaje del estímulo antigénico a 1a sangre. lo cual re

tardaría 1a respuesta inmunológica, que comose sabe es la efectora fi

nal de la enfermedad.

Si ahora se analizan los títulos virales obtenidos de cerebros de

C.muscu1inus crónicamente infectados, se observa que los niveles alcan

zados cuando los animales son infectados neonatalmente son muchomás a1­
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tos que para animales adultos.

Si se relacionan estos resultados con la actividad interferente

mostrada por suspensiones de cerebro in vitro, se podría postular una

posible correlación entre ambosfactores. Así mismo,extrapolando los

resultados de Garay y Parodi que demostraban una mayor actividad inter

ferente en los cerebros de los ratones adultos, se podría suponer que

la actividad antiviral presente en el cerebro del Calomzsestá rela­

cionada con la madurez del animal.

Conel objeto de demostrar si exitía alguna relación entre la e­

dad del animal y la actividad interferente, se sacrificaron animales

normales de 1, 7, 21, 30, y 60 días de edad y se cosecharon sus ce­

rebros. Posteriormente se homogeneizaron.cantidades iguales (1 gr) de

cerebro de cada grupo.

Las distintas muestras fueron fraccionadas por centrifugación di­

ferencial comose describió en la sección 3.12. Se conservaron las

fracciones mitocondrial y microsomal, en las que se ensayó su activi=

dadrinterferente.

Los resultados se muestran en 1a tabla 16, y se observa que no

existen diferencias significativas entre las actividades interferente

de los materiales ensayados, sino que por el contrario en la mayoría

de las diluciones utilizadas los porcentajes de interferencia obteni­

dos con las muestras de cerebros de animales de 1 día: son compara­

bles con los de animales de 60 días.

En consecuencia, 1a posible relación entre la actividad interfe­
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TABLA 16

ACTIVIDAD INTERFERENTE EN FRACCIONES SUBCELULARES DE CEREBROS DE C.musculinus

NORMALES DE DISTINTAS EDADES

FRACCION MITOCONDRIAL

EDAD DEL DE INHIBICION DE DISTINTAS DILUCIONES DE LA FRACCION MITOCONDRIAL

ANIMAL RESPECTO DEL CONTROL *

(días) concentrada : 10 1: 100

1 76 60 6

7 80 51 14

21 83 41 0

30 81 32 4

60 77 53 0

FRACCION MICROSCMAL

. EDAD DEL % DE INHIBICION DE DISTINTAS DILUCIONES DE LA FRACCION MICROSCMAL

ANIMAL RESPECTO DEL CONTROL *

(días) concentrada : 10 1: 100

1 82 32 12

7 68 2 0

21 72 37 0

30 77 30 0

60 93 59 10

*: Los resultados representan los porcentajes de inhibición en el númerode

placas obtenidas para cada dilución de las distintas fracciones, respecto de

un control de virus estándar sólo, que originó 80 placas.
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rente y la madurez del animal no ha podido ser establecida para Calo­

me musculinus.

Conel objeto de conocer algunas de las propiedades biológicas del

factor (es) interferente (s) se diseñaron una serie de experimentos

simples.

DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD ANTIVIRAL

Se probó la especificidad antiviral de la actividad interferente

de un homogeneizado de cerebro de Calomzs adulto, mediante dos ensayos

de interferencia, uno frente a virus Junín y otro frente a VSV.

Los resultados de la tabla 17 muestran que la actividad interfe­

rente no es específica para virus Junín, dado que la mismainhibió el

84%de las placas de VSVen su mayor concentración.

Por otro lado, cuando la suspensión de cerebro fue diluida 1:100,

ya no se inhibió la producción de placas de VSV,por lo cual se podría

postular una afinidad diferente por los distintos virus.

MECANISWD DE ACCION

La actividad interferente presente en los cerebros de los Calomzs,

se descubrió casualmente al intentar demostrar la presencia de partícu­

las PI de virus Junín. Dadoque lo que se intentaba probar era activi ­

dad interferente de particulas virales, la metodologíautilizada no

contemplabala posibilidad de inhibición viral in-vitro, sino por el
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TABLA 17

DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD ANTIVIRAL DE LA ACTIVIDAD INTERFERENTE'PRESENTE

EN EL CEREBRODEL Calomvs musculinus

VIRUS

JUNIN VSV

N° PLACAS % INHIBICION“ N° PLACAS i % INHIBICION

CONTROL DE

REFERENCIA 50* 0 # 33,5 O

concentrado 4 92 S, S 84

CEREBRO DE

Calomxs 1 10 15 70 -24,5 27

ORMAL

1 100 36 28 34 0

*: el número de placas de cada ensayo es e1.promedio de dos muestras procesadas

s imultaneamente .

fi: el Dorcentaje de inhibición esta referido al control de referencia, o sea la

muestra con concentración cero de homogeneizado.
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contrario siempre se colocaba el material a ensayar en contacto con las

células y luego de descartarlo, se desafiaban los cultivos con virus

estándar.

Los experimentos realizados demostraron que el factor interferen

te actuaba eficazmente cuando se lo adsorbía previamente a la infección.

Conel objeto de comprobarsi la actividad interferente también

se manifiesta por interacción directa con el virus in vitro, se dise­

ñó el siguiente experimento.

Se mezclaron volúmenes iguales (0,3 m1) de homogeneizado de cere­

bro nonmal con una suspensión de virus Junín conteniendo 200 UFP. Ade­

más se preparó una mezcla control Convirus.y.PBS.

Todasestas preparaciones se realizaron por triplicado, y se in­

cubaron a 37°C. A distintos tiempos después de la incubación, se titu­

laron los sobrenadantes, tal comosi se tratara de un ensayo de cinéti

ca de neutralización.

Los datos obtenidos fueron graficados en la figura 16. Se obser­

va que existe inhibición in vitro y que se establece en fonma inmedna

ta. Sin embargo el esquemaexperimental no descarta que la acción se

ejerza en el momentode la adsorción, como se demostró en los experi­

mentos anteriores.

Estos resultados conjuntamente con los de la tabla 14, donde se

demostraba que la actividad interferente está presente en homogeneiza­

dos de cerebros diluidos aún hasta 1:100, indicarían que posiblemente

se obtengan resultados falsos negativos cuando se titulan homogenei­
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FIGURA 16

CAPACIDADINHIBITORIA DEL CEREÉRODEL Calomys musculisz SOBRE LA INFECTI­

VIDAD DEL VIRUS JUNIN EN FUNCION DEL TIEMPO
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zado provenientes de cerebros de C. musculinus.

Por otroilado, comparandoestos resultados con los obtenidos por

Garayy Parodi, se puede concluir que los factores interferentes no

son los mismos, dado que tienen distintos mecanismos de acción, ya que

si bien ambosinhiben la infectividad in vitro, los autores no encontra

ron actividad cuandorealizaron el experimentopretratando los culti­

vos de células Vero, previo a la infección con virus Junín.

SENSIBILIDAD DE LA ACTIVIDAD INIEBEERENTE A ENZIMAS PROTEOLITICAS Y

SOLVENTES LIPIDICOS

La caracterización físico-química del factor interferente, se rea­

lizó en fonmapreliminar tratando distintas concentraciones de un ho­

mogeneizado de cerebro de Calomxsnormal con una solución de tripsina.

Se intentó también caracterizar la sensibilidad frente a 1a acción de

soventes lipídicos, incubando una suspención concentrada de cerebro

con cloroformo, titulando luego la actividad interferente remanente.

Los ensayos de interferencia realizados sobre las muestras trata­

das con 1a enzima, demostraron sensibilidad de la actividad interferen

te a dicho tratamiento, ya que 1a suspensión sin diluir tratada,pre­

sentó una actividad muchomenor que el control sin enzima, y 1a dilu­

ción 1:10 tratada no mostró actividad. Tabla 18

Los resultados obtenidos por el tratamiento con solvente lipídico,
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TABLA 18

ACTIVIDAD INTERFERENTE PRESENTE EN EL CEREBRODEL Calomys musculinus:

SENSIBILIDAD A LA TRIPSINA

MATERIAL ENSAYADO N° DE PLACAS* % DE INHIBICION

PBS +

Stock de virus Junín# (control) 50 0

PBS + tripsina +
stock de virus Junín (control) 56 0

Suspensión de cerebro concentrada +
stock de virus Junín 5 90

Susnensión de cerebro 1:10 +
stock de virus Junín 18 64

Susp. cerebro conc. + tripsina +
stock de virus Junín 20 60

Susp. cerebro 1:10 + tripsina +
stock de virus Junín 49 2

#2 El stock de virus Junín fue obtenido en células Vero, con un título de

3 x 1o6 UFP/mly se utilizó en dilución 1:10.000
*:Cada resultado es el promedio de dos muestras procesadas simultáneamente.
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TABLA 19

ACTIVIDAD INTERFERENTEPRESENTE EN EL CEREBRODEL Calomys musculinus:

SENSIBILIDAD AL CLOROFORHO

MATERIAL ENSAYADO N° DE PLACAS* % DE INHIBICION

PBS +

Stock de virus Junín (control) 50 0

Suspensión de cerebro concentrada +
Stock de virus Junín # 4 92

Suspensión de cerebro 1:10 +
Stock de virus Junín 15 70

Suspensión de cerebro 1:100 +
Stock de virus Junín 36 28

Susp. cerebro conc. + CHCl3 +
Stock de virus Junín nh nh

Susp. cerebro 1:10 + CHCl3 +
Stock de virus Junín 23 54

Susp. cerebro 1:100 + CHC13+
Stock de virus Junín 45 12

fi: E1 stock de virus Junín fue obtenido en células vero, con un título de
3 x 106 UFP/ m1 y se utilizó en dilución 1:10.000

*: Cada resultado es el promedio de dos muestras procesadas simultáneamente
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se resumen en 1a tabla 19. Si bien los datos de porcentajes de inhibi­

ción son menores para las muestras tratadas con cloroformo que para

las no tratadas, las diferencias alcanzadas no son significativas pa­

podcr concluir sobre la presencia o no de lípidos en 1a actividad in­

terferente.

Por el contrario, los resultados presentados en-la tablan18, per­

miten asegurar 1a participación de proteinas en dicha actividad.

CONCLUSIONES PARCIALES

La presencia de un factor inhibitorio inespecífíco en el cerebro

de C. musculinus dificulta 1a interpretación de los aislamientos vi­

rales y 1a detección y participación de partículas PI en la persisten­

cia viral.

Los experimentosdestinados a caracterizar la actividad inter­

ferente determinaron que'actúa a nivel de la adsorción viral y que su

efecto puede ser revertido por dilución de los materiales a ensayar.

E1 factor que média dicha actividad, podría tener algún papel en la

patogenia viral, aunqueno ha sido posible establecerlo.
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4.4.4. DETECCION DE VARIANTES TERMOSENSIBLES PRESEhHES EN LAS POBLACIONES VI­

RALES AISLADAS DE CEREBROSDE Calomzs musculinus PERSISTÏïflTïflBWTE IN­

FECTADOS CON VIRUS JUNIN

Los estudios relacionados con el papel de mutantes virales en los

mecanismospatogénicos de las distintas enfermedades virales, han de­

mostrado que las mutantes de caracter termosensible (ts) presentan

patogenicidad alterada para animales de experimentación.

Por ejemplo, distintas mutantes ts de VSVhan producido enferme­

dades neurológicas lentas en ratones y hamsters, en lugar de la típica

enfermedadrápida causada por las cepas salvajes. (69,70,80)

Algunas mutantes ts de sarampión son capaces de producir hidrocefalias

en lugar de la encefalitis inducida por 1a cepa salvaje. (20) Mutan­

tes ts de Fiebre Aftosa con virulencia reducida para el ratón, han de­

mostrado manifestaciones leves de 1a enfenmedad cuando son inoculadas

en novillos. (72)

Estos antecedentes, conjuntamente con las evidencias aportadas por

Damontey Coto (1979), demostrando que el virus liberado por células

vero persistentemente infectadas con virus Junín es ts, hizó conside­

rar la posible selección de mutantes ts en la infección crónica del gg;

lomzs musculinus, tal comoocurre in vitro. (13)

En primer termino se decidió determinar el tipo de población viral

presente en los cricétidos persistentemente infectados y para lo cual

se titularon por UFPen células Vero a 37°C y 40°C simultáneamente
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algunos de los homogeneizados de cerebro de Calomys con aislamiento po­

sitivo en ratón lactante.

En muchosde los casos la obtención de placas se vio complicada

por la existencia del factor inespecífico presente en el cerebro de los

cricétidos, que fuera descripto en la sección 4.4.2..

A pesar de ello, fue posible analizar 11 homogeneizadosde anima­

les persistentemente infectados, sacrificados entre los días 40 y 343

p.i., los que fueron titulados a las temperaturas anterionmente seña­

ladas. Conlos datos obtenidos se calcularon las efíciencias de pla­

queo (EDP) como la relación UFP 40°C / UFP 37°C, considerando varian­

tes ts a aquellas muestras con EDPmenor que 0,1. Los resultados se

presentan en la tabla 20.

Se detectaron 7 muestras con EDPentre 0,02 y 0,008, mientras que

los restantes materiales presentaron EDPinferiores al valor corres­

pondiente a la cepa parental.

Estos resultados permiten concluir, que existe una marcada tenden

cia de la población viral a comportarsecon caracteristicas ts.

Pero este estudio solamente analizó las poblaciones virales pre­

sentes cuandoya se había establecido el estado de infección persisten

te, y resultaba interesante determinar si la selección de dichas mutan

tes se producía en forma inmediata o sufría un proceso lento de evolu­

ción con una tendencia favorable a su selección.

Coneste fin se realizó un estudio de los fenotipos de los stocks

de virus Junín existentes en el laboratorio (incluyendo 2 de los utili­

zados para iniciar las infecciones en Calomxs)y de las poblaciones vi­
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TABLA 20

TITULACION A 37°C y 40°C DE LAS POBLACIONES VIRALES AISLADAS DE CEREBROS DE

Calomys musculinus CRONICAMENTEINFECTADOS

TIEMPO DE SACRIFICIO TITUUD# EFICIENCIA DEG

( días p.i.) 37°C 40°C PLAQUEO(40/37)

40 6,1 x 106 3,5 x 10S 0,057 *

90 7,6 x 103 1,6 x 102 0,02 +*

94 3,9 x 102 8,9 x 101 0,1

94 2,0 x 10S 1,6 x 103 0,008 *

129 3,5 x 106 3,0 x 104 0,0085*

130 1,5 x 104 4,1 x 102 0,027 *

161 2,7 x 104 1,9 x 103 0,07 *

200 5,0 x 103 2,8 x 103 0,56

225 1,1 x 104 2,4 x 103 0,22

343 3,7 x 104 3,2 x 103 0,086 *

343 2,4 x 105 2,5 x 104 0,1

#z expresado en UFP/ml.

fi: EDPdel virus parental: 0,61

*: población viral enriquecida con variantes ts.



-156­

rales aisladas de los cricétidos inoculados y sacrificados a distintos

tiemposp.i..

En la figura 17 se han graficado los logaritmos de las EDPque

presentaron las distintas muestras estudiadas.

F1 análisis comparativo de los resultados muestra que 1a evolu­

ción de la persistencia está correlacionada con una disminución en los

valores de EDP.

Comose puede observar en la figura 17A, los valores de log de EDP

obtenidos para los stocks de virus Junín no presentaron muchadiSper—

sión y se distribuyeron en un estrecho rango ( 0 a -0,45), demostran­

do que dichas poblaciones tienen EDPmuy cercana a 1.

En cambio, el perfil de las poblaciones virales obtenidas durante

la fase aguda (figura 17C), muestra ya una tendencia a valores de log

de EDPmenores (-0,13 a -1,88); que se pone totalmente de manifiesto

cuandose analizan los resultados obtenidos para animales persistente­

mente infectados (figura 17D), donde la mayoría de los 1ngDP- están

por debajo de -1, llegando a valores tan bajos como-2,1, demostrando

así un enriquecimiento de las poblaciones virales en variantes ts en

función del tiempo.

Por otro lado, se podría argumentar que las variantes ts estaban

originalmente presentes en el stock parental, dado que si bien dichos

stocks no demostraron variaciones importantes entre sus respectivas

EDP,no se puede descartar la posibilidad que existieran variantes ts

cuyos fenotipos fueran enmascaradospor estar en poca'cantidad, dado

que las preparaciones virales obtenidas de cerebro de ratón así como
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de cultivo de tejidos son poblaciones heterogéneas.

Con el objeto de poner de manifiesto dicha heterogeneidad y poder

establecer la existencia o no de variantes ts en los stocks de virus

con que se iniciaron las infecciones, se analizaron clones virales de­

rivados de dichos stocks, comose puede ver en la columna B de la fi­

gura 17.

El análisis de 8 clones derivados del stock cuya EDPha sido gra­

ficado comouna estrela («DJ en la columna A de la figura 17, demues­

tra que no hay ningún clon ts y que además el rango de log de EDPob­

tenido (-0,16 a - 0,48) es similar al presentado por los stocks de la

columnaA. En consecuencia, si existen variantes ts en los stocks de

partida, las mismasestarían en tan baja proporción que el muestreo

realizado no pudo detectarlas.

Por otro lado, el análisis de las poblaciones virales aisladas du­

rante las etapas aguda y crónica, muestra una marcada tendencia hacia

1a selección de poblaciones virales ts que persisten en los cerebros

de los animales. Ademásesta selección ocurre en casi todos los animales

estudiados y de manerabastante rápida, lo cual no apoyaría la hipótesis

de que estas variantes se han derivado de otras preexistente en los pe­

queños inóculos con que se inician las infecciones.

Las poblaciones virales obtenidas de cerebros de C. musculinus, tam

bién son heterogéneas en su composición, y algunas están más enriqueci­

das que otras en variantes ts.

Con el objeto de confirmar este punto y demostrar que el fenotipo

ts es estable,al menosluego de dos pasajes por un sustrato celular dife­
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al del C. musculinus, se obtuvieron clones virales de dos poblaciones

aisladas de cerebro de Calomzsque habían presentado características

-tS.

Para tal fin estos materiales fueron plaqueados en células Vero

y los clones obtenidos fueron amplificados a 37°C y 40°C, durante 72

hs. Posteriormente los sobrenadantes de los cultivos infectados, fue­

ron titulados por fonmación de placas a 37°C, calculándose la EDPen.

base a las dos temperaturas de crecimiento.

Las EDPcalculadas se graficaron en la figura 17Dcomoestrellas

(<#—)en las mismas columnas de las EDPde las muestras de que fueron

clonadas.

Para una de las muestras con EDP:0,027 (log EDP: -1,57) se obtu­

vieron dos clones, uno con EDP :0,25 (10d EDP: -0,6) y otro con un ma

rcado fenotipo ts con EDP: 0,018 (log EDP: -1,7S).

Para 1a otra muestra estudiada con EDP: 0,07 (log EDP: -1,16), se

obtuvo solamente un clon que presentó una EDP: 0,025 (log: -1,60), de­

mostrando así un mayor carácter ts que 1a población de la que se obtu­

vo.

Por lo tanto se compruebaque las poblaciones no son puras y

que las mismasse enriquecen en partículas ts. Por otro lado, el feno­

tipo ts es estable aún después de crecer las variantes en células Ve­

ro, descartando así que el fenómenoobservado fuera un artefacto cau­

sado por la multiplicación viral en los cerebros de C. musculinus.

Este fenómeno, así mismo, ha sido analizado por Holland (26) y

cada vez es más encontrado eh la bibliografía de distintos modelos vi­

rales.
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4.4.5. DETECCION DE VARIANTES SEROLOGICAS EN LA INFECCION CRONICA DEL Calomzs

musculinus CONVIRUS JUNIN

Las alteraciones antigénicas a nivel de proteinas de la superficie

vira1,causadas por mutaciones, han demostrado ser uno de los mecanismos

que permitiría a los virus escapar de la vigílanCia inmunológica, evi­

tando ser reconocidopor los anticuerpos circulantes, estableciendo así

una infección persistente.

Este mecanismoha sido descripto en caballos que sufren Anemiain­

fecciosa equina (35) y en ovejas portadoras del virus Visna (52,53).

Correlacionando estos conocimientos con una de las mayores incóg­

nitas planteadas por el presente modelo de infección, comoes 1a coe­

xistencia de virus en distintos órganos y viremias fugaces, con altos

títulos de anticuerpos neutralizantes, llevó a plantear la posibilidad

de la existencia de una desviación antigénica para el presente modelo

viral.

Para comprobaresta hipótesis, se compararonmuestras de virus ai;

lado de Calomxspersistentemente infectados con el virus parental _ me­

diante técnicas serológicas, para comprobarposibles variaciones anti­

génicas.

Coneste fin se realizaron ensayos de neutralización in vitro, en­

frentando diluciones de los sueros de cuatro animales crónicamente in­

fectados, con las poblaciones virales aisladas de los cerebros o glán­

dulas salivales de dichos animales. Simultáneamente los mismossueros

se enfrentaron con el virus parental con que se inició la infección

(proveniente de un stock obtenido de cerebro de ratón blanco) y al mis­



-161­

movirus parental pero con un pasaje posterior por cerebro de Calomxs

musculínus neonato (Tabla 21).

Los resultados de 1a tabla 21, muestran que los sueros de los

cricétidos neutralizan en alto título a la cepa parental, obtenida en

ratón blanco, mientras que la capacidad de neutralizar a su propio vi­

rus está reducida notablemente; siendo la diferencia entre los títulos

de por lo menos tres diluciones seriadas en base dos, en la mayoría de

los casos.

El mismocomportamiento se observé al comparar los títulos obteni­

dos usando comoantígeno la cepa parental con un pasaje por C.musculi­

nus neonato v el virus propio de cada animal, con lo que se puede des­

cartar que el fenómenosea debido a una influencia del sustrato celu­

lar dondemultiplica el virus.

Otro dato interesante, fue el obtenido con el Calomxs 1245 que

presentó variantes serológicas tanto en la población aislada de cere­

bro así comoen 1a de glándulas salivales.

Estos resultados penniten confinnar la aparición de variantes se­

rológicas en las poblaciones virales persistentes en Calgmzsmusculi­

nus, y serán tratados más extensamente en la discusión.



TABLA 21

TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DE SUEROS DE C. musculinus CRONICAMENTEINFEC­

TADOS CON VIRUS JUNIN, FRENTE AL VIRUS PARENTAL Y AL VIRUS PERSISTENTE.

SUERO VIRUS

Calome CEPA PARENTAL(1) CEPA PARENTAL (2) PERSISTENTE (3) PERSISTENTE (4)

N° (ratón blanco) (Calomzsneonato) (cerebro) (glánd.salival)

“43(3) 2560(C) 5120 320 (“"3) nh

115303) 2560 2560 320 (“53) nh

11970)) 2560 nh 640 (“97) nh

124503) 1280 nh 160 (ms) 160 (ms)

(1): cepa parental proveniente de cerebro de ratón blanco.
(2): cena parental con un pasaje por cerebro de Calom s musculinus neonato.
(3): virus persistente obtenido del cerebro del Calomzscuyo numerofigura entre

(4):

(a):
(b):
(C):

paréntes1s.
virus persistente obtenido de las glándulas salivales del Calomxscuyo núme­
ro figura entre paréntesis.
animal inoculado por vía i.n. y sacrificado a los 70 días p.i.
animal inoculado por vía i.p. y sacrificado a los 80 días p.i.
título de anticuerpos neutralizantes expresado como1a mayor dilución de suero
que redujo el 80%de las placas virales, respecto de un control de virus tra­
tado con suero de C. musculinus normal. Para las distintas columnas, el control
se realizó con el virus correspondiente.
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4.4.6. PARTICIPACION DEL INTERFERONEN LA INFECCION PERSISTENTE DEL Calomys

musculinus CDNVIRUS JUNIN.

La participación del interferón (IFN) en 1a patogenia de distin­

tas enfermedadesvirales ha sido claramente establecida para distintos

modelos de infección aguda y crónica.

Los estudios sobre IFNrelacionados con virus Junín, indican que

el virus induce bajos niveles de la proteina antiviral, tanto in vitro

comoin vivo, en los sistemas ensayados (pollo y ratón in vitro y ratón

y cobayo in vivó). (27,83)

Unestudio realizado sobre 1a infección persistente de células de

ratón con virus Junin, permitió postular que en ese sistema se produ­

ce IFNque actúa comofactor regulador de la persistencia. (89)

Considerando 1a inducción de bajos niveles de IFNpor virus Junín

comoparte de la estrategia del agente para lograr su perpetuación en

1a naturaleza, se planteó el interrogante de la importancia del IPNen

el establecimiento o mantenimiento de la persistencia en el Calomzs.

Conel fín de investigar esta cuestión, se desarrolló un esquema

experimental para ensayar actiVÏdad de IFN.en>ba;os deICalgmzs persis­

tentemente infectados con virus Junín o sanos.

Los sobrenadantes de homogeneizadosde dichos órganos se trataron

y probaron comose detalló en las secciones 3.17 y 3.18 de Materiales

y Métodos.

En la tabla 22 se puede observar que todos los materiales provenien

tes de animales persistentemente infectados fueron capaces de inhibir
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la multiplicación del virus VSV significativamente, pero los porcen­

tajes de inhibición obtenidos a partir de muestras de bazo de anima­

les sín infectar (controles normales), fueron tan altos comolos de

animales infectados. Solamente 1 control de 4 que se estudiaron, pre­

sentó bajo porcentaje de inhibición.

Estos resultados no permiten sacar ninuguna conclusión en relación

con el rol del IFNen la infección persistente, aunque demuestran una

producción basal de IFN en algunos de los animales de nuestra colonia.

Los estímulos que provocan esta producción de IFN no se conocen,

pero podrían deberse a cualquier infección inaparente presente en la

colonia de animales, dado que estos cricétidos no están libres de paté

genos y sólamente son testeados por la presencia de virus Junín o LCFL
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TABLA 22

PRESENCIA DE INTERFERON EN LOS BAZOS DE Calomys musculinus INFECTADOS O NO CON

VIRUS JUNIN.

MATERIAL ENSAYADO TITULO DE VIRUS % DE INHIBICION ­

medio de cultivo (control) . 2,36 x 108 0,0

Cm 31 * 140x108 406
’ ' b , ,

Cm12 * 183x107 923
' ' a7 ’ ’

Cm 24 * 323x106 986
. . a4 9 ’

7

C.m. 33b2 * 3,70 x T0 84,3

* 6
C.m. 305 1,15 x 10 99,5

C.m. 284 * 5,20 x107 77,9

C.m. normal 1 6,83 x 108 4,5

C.m. normal 2 5,03 x 106 97,9

C.m. normal 3 4,90 x 10S 99,8

C,m. normal 4 9,60 x 1o7 95,9

#2 expresado en UFP / m1.

*: Calomysmusculínus persistentemente infectados, sacrificados a distintos tiempos
p.i., luego de superar los 60 días de infección.
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5. DISCUSION

Dadoque el Calomzsmusculinus tiene un papel preponderante en el

mantenimiento del virus Junín en 1a naturaleza, el presente trabajo

estuvo dirigido al conocimientode la interacción virus - huésped, ba­

jo condiciones de laboratorio, que intentaron reflejar la infección

natural.

Coneste propósito- se consideraron tres factores principales:

el huésped, 1a cepa de virus, y la vía de inoculación.

El huésned: Se mantuvo una colonia de Calomzs musculinus cerrada

pero no endocriada, con el objeto de no seleccionar ningún caracter

genético especial, que pudiera favorecer una determinada respuesta a

la infección.

Todos los animales inoculados fueron sensibles a la infección,

demostrandoque ellos no son resistentes naturalmente. Aúnasí, los

diferentes perfiles de infección en neonatos o adultos, podrían ser de

bidos a factores de heterogeneidad genética. Esta posibilidad podrá

ser confirmada cuando se cuente con una colonia de C. musculinus en­

docriada.

La morbimortalidad fue edad dependiente. Las muerte de los anima­

les fueron debidas a severas meningoencefalitis, asociadas con la repli

cación viral. Los animales sobrevivientes a la infección, pueden estar

persistentemente infectados o haber clarificado el virus. En ambosca­

sos se detectó 1a presencia de anticuerpos neutralizantes, pero las 1e­

siones en cerebro estuvieron solamente asociadas con presencia de virus.
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Aparentemente la inmunidad humoral no jugaría un papel fundamental en

la eliminación del virus; ni en la producción de lesiones. Aúnasí la

presencia de anticuerpos puede ser responsable de 1a falta de viremias

detectables luego de 1a etapa aguda de la infección, aunque esta situa­

ción sería revertida con la aparición de variantes serológicas que es­

caparían a 1a vigilancia inmunológica humoral.

Esta situación es similar a la presentada en la infección crónica

del ratón con virus IKIL en 1a cual también aparecen anticuerpos que

no son eficaces para 1a eliminación viral. (19)

Cena de virus: Por razones de seguridad se trabajó con la cepa

XJ C13 de virus Junín, atenuada para el hombre. Esto podría sugerir que

el uso de una cepa de laboratorio puede cambiar el patrón de la infec­

ción, pues las cepas naturales son virulentas para el hombre. Esto pue

de ser verdad y será discutido más tarde, pero alternativamente, no hay

ninguna razón para descartar 1a existencia de cepas avirulentas en la

naturaleza. E5 sabido que el número de casos de Fiebre Hemorrágica Ar­

gentina ha disminuido drásticamente desde 1958. (17) Además, muchos

individuos en el área endémicahan presentado anticuerpos específicos

contra virus Junín sin enfermedadprevia, indicando 1a existencia de­

infecciones subclínicas o inaparentes, lo que podría deberse a infeccig

nes con cepas atenuadas. (17, 95, 96)

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que en el binomio

Calomvsmusculinus - XJ C13 1a aparición de las lesiones está determina­

da por 1a p.4-nncia de virus, y que la respuesta humoral no es suficien­
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te para la eliminación viral en la mayoría de los casos.

Estas observaciones difieren de las halladas en Calomzsmusculinus

infectados con cepas patógenas de virus Junín. En esta situación a pe­

sar de haberse encontrado por inmunofluorescencia unagran número de

neuronas con determinantes antigénicos virales, no fue posible aislar

virus infeccioso, ni deScubrir lesiones anatomopatológicas.

Otra diferencia encontrada cuando se comparanlos resultados obte­

nidos con estas cepas es la eliminación de virus por orina y saliva.

Por otro lado, en el modelo con XJ C13no se obtuvieron distintas

respuestas al variar la dosis inoculada, mientras que utilizando cepas

de camnola eliminación de virus fue dependiente de 1a dosis, cepa y

edad de los animales a1 momentode la infección. (76)

Las variaciones de los patrones de infección dependiendo de 1a ce­

pa de virus Junín utilizada, se conocen también en otros sistemas ani­

males comorata (2), cobayo (38) y marmoset (15). Es interesante señalar

el marcado neurotropismo de la cepa XJ C13 en todos estos huéspedes.

Estos resultados sugieren una reflexión sobre la definición de los

marcadores de virulencia o alternativamente de atenuación para una deter_

minada cepa de virus. Es conocido que de todas las cepas de virus Junín,

la XJ C1 es 1a más atenuada, sin embargo no se comporta Comotalen C.mus­3

culinus a diferencia de las cepas salvajes que no causan enfermedad en

esta especie, por lo que sería muyimportante definir estos marcadores

con precisión para cada especie y condiciones, y ser muyprecavido para

efectuar extrapolaciones.
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Vías de inoculación: La diferencia más marcada entre las dos vías

utilizadas, fue que los C.musculinus mayores de 21 días no fueron sus­

ceptibles a la infección por vía i.p..

Los resultados obtenidos a1 infectar adultos por vía i.n. y con hem

bras infectadas naturalmente cuando amamantabancrías inoculadas, config

maronque en la naturaleza puede existir transmisión horizontal.

Los estudios realizados sobre transmiSión vertical, demuestran que

la mismano ocurre. Si estos resultados se correlacionan con los obteni­

dos por Sabattini y col (76), se puede concluir que la transmisión de

padres a hijos sólamente se consigue por contacto con secreciones de los

padres contaminadas con virus, cuando ha terminado la etapa de lactancia,

dado que hasta entonces existiría una protección pasiva por anticuerpos

maternos, aunque esta posibilidad aún no ha sido demostrada.

Unanálisis comparativo de las vías i.p. e i.n., demuestra una mor­

bimortalidad significativamente menor para la última.

Ambasvías de inoculación tuvieron comoórgano blanco de 1a infec­

ción al cerebro, y ocasionalmente las glándulas salivales. Mientras

que en 1a infección natural de las hembras nodrizas, se encontró también

involucrado el bazo durante la persistencia viral, aunqueen ningún caso

pudo aislarse virus infeccioso de este órgano.

Resumiendolas caracteristicas de este modelo experimental de infec­

ción persistente se presentan las figuras 18 y 19.

El esquemade la figura 18, muestra el curso de 1a infección expe­

rimental del Calomxsmusculinus con virus Junín, cuando se inoculan ani
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males adultos o neonatos por vía i.n. o i.p..

Se puede distinguir una primera etapa, fase aguda, durante 1a cual

los animales pueden enfenmar o no, en porcentajes variables según la

vía de inoculación. Unaproporción de los cricétidos enfermos, muere,

y los sobrevivientes presentan un estado de infección persistente con

presencia de altos títulos de virus y de anticuerpos neutralizantes.

Algunos de los animales crónicamente infectados quedan disminuidos

en tamaño, como secuela de 1a infección aguda.

Los animales que no presentaron síntomas,pueden a su vez convertir_

se en portadores del virus aparentemente sanos o haberlo eliminado defi­

nitivamente, pero en amboscasos se detectan altos títulos de anticuer­

pos neutralizantes.

La figura 19 resume las características de la infección experimen­

tal del C. musculinus neonato, de 1 a 2 días de edad, que con algunas

pequeñasdiferencias son similares a las presentadas.por los animales­

de hasta 31 días-de edad.

Los resultados mostraron un 90 %de morbilidad con dos días de in­

cidencia predominante, 7 y 15 p.i.; 70 3 de mortalidad con mayor preva­

lencia entre los días 16 y 20 p.i.. .

Los aislamientos virológicos a partir de sangre, demostraronvire­

mia desde el días 4to p.i. haciéndose más marcada alrededor del día

13 p.i.

Se aisló virus de cerebro a partir del día 6 p.i., alcanzando un

valor máximoal día 11 p.i.
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Por otro lado, estudios hematológicos realizados en este laborato­

rio por Steyerthal y col., mostraronuna importante neutrofilía, así

comoun aumento en el númerode monocitos, entre los días 13 y 18 p.í.,

encontrando en algunos casos predominio de neutrófilos respecto de la

cantidad de linfocitos totales. (comunicaciónpersonal)

Se puede observar que alrededor de la segunda semana de infección

se encuentran los máximostítulos virales, conjuntamente con un marcado

aumento en el-número de neutrófilos y monocitos, hechos que son conco­

mitantes con los mayoresporcentajes de morbimortalidad. Estos resulta­

dos más los aportados por los estudios anatomopatológicos, que informan

el desarrollo de meningoencefalitis,más o menos severas según los casos,

conjuntamentecon la detección de anticuerpos neutralizantes a partir

del día 11 p.í., hacenpresumir que las alternativas entre el estableci­

miento de una infección persistente, la eliminación viral o la muerte

se establecen durante este período, según sea el equilibrio estableci­

do entre los factores mencionados. Ademása partir de este momentose

comienzana seleccionar variantes virales que pueden favorecer la persis

tencia viral.

Los animales que Superan la etapa crítica, tienden a normalizar su

hematología, presentan en todos los casos anticuerpos neutralizantes,

con presencia o no de virus en cerebro, hecho que tiene aparejado 1a e­

xistencia o no de lesiones encefálicas.

La viremia se negativiza con la aparición de los anticuerpos, aunque

posteriormente se pueden detectar algunas viremias fugaces, posiblemen­
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te causadas por la generación de variantes serológicas que escapan a

la vigilancia humoral.

La presencia de virus en glándulas salivales se pudo detectar a

partir del día 20 p.i., aunquela infección de estas glándulas tuvo

menor incidencia que 1a presentada por el cerebro.

Los resultados presentados en este trabajo, indican que la infec­

ción del Calomzs musculinus con la cepa XJ C13 de virus Junín conduce

a una situación única, diferente de las presentadas en otras infeccio­

nes de huéspedes naturales (Calgmzscallosus con virus Machupo(94),

Mastomxsgnatalensis con virus Lassa (91), Sigmodonhxsnidus con virus

Tamiami (97) y Mus musculus con virus LOW(148)), en las que 1a infec­

ción perinatal lleva a infecciones persistentes con alta producción de

virus, pero con ausencia de lesiones o síntomas clínicos.

En algunos aspectos, los resultados obtenidos en este trabajo, son

similares a los infonnados para otras infecciones crónicas de arenavirus

en roedores de laboratorio, diferentes de los reservorios naturales.

Por ejemplo se puede citar la infección de la rata con los virus

Junín o LOW(2,50), y del ratón y rata con virus Tamiami (97). Aún así,

aunqueen estas situaciones ocurre daño encefálico, la aparición de an­

ticuerpos neutralizantes determina 1a desaparición de virus infeccioso

de cerebro.

El hecho de que en todos los Calomxs que mostraron síntomas clíni­
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cos o lesiones en cerebro, se aislara virus Junín de cerebro, indica

que es necesaria una infección productiva para la aparición de daño

hístico.

Conlas evidencias presentes no es posible establecer si las

alteraciones observadas, son debidas a efecto citopático directo del

virus,o si están operando alternada o simultáneamente mecanismosin­

munopatológícos, comoocurre en la mayoría de las infecciones con are­

navirus. (40,41)

Sin embargo, diversos experimentos realizados en este laboratorio

por Coúlombie, con C. musculinus infectados con virus Junín y tratados

con ciclofosfamida o suero antitimocito, permiten alentar la posibili­

dad de que las lesiones sean producto de una ínmunopatología de origen

escencialmente celular. (10)

Por otro lado, es importante recordar que la infección crónica no

mata al animal, ni aún en forma tardía, dado que se han estudiado anhmí

les de hasta 500 días p.i. Ademásla esperanza de vida del Calgmzs muscu­

linus silvestre no supera los 90 días de edad, por cuanto aunque la in­

fección crónica tuviera algún efecto letal a largo plazo (no detectado

en este trabajo), no tendría ninguna significación sobre la cadena eco­

lógica del virus en la naturaleza, dado que el contagio entre animales

ocurriría muchosantes de que los efectos tardíos pudieran manifestarse.
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ESTRATEGIA VIRAL PARA EL ESTABLECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE INFECCIONES

PERSISTENTESEN Calomys musculinus

Los antecedentes sobre factores involucrados en la regulación de

las infecciones persistentes para arenavirus¿ asignaban un rol preponde­

rante a la síntesis de partículas defectivas interferentes (PI). Estas

observaciones erron hechas fundamentalmente con el modelo de LCMy al­

gunos trabajos realizados con virus Paraná.

El virus Junín parece apartarse en parte de estos mecanismosde per

sistencia viral, ya que Damontey Coto han demostrado en células Vero

infectadas persistentemente con este-virus, que la progenie viral libe­

rada es termosensible y no interfiere con 1a replicación del virus sal­

vaje. (13)

Los resultados obtenidos en este trabajo, refuerzan los datos lo­

grados in vitro, confirmandola participación de mutantes ts. Así mis­

mose demostró la aparición de variantes serológicas. Este resultado

es de significativa importancia, dado que es la primera vez que se in­

forma la existencia de estas variantes para algún arenavirus.

La importancia y posibles roles que puedan tener estas variantes

serán díscutidas a continuación.

Por otro lado, comoya se.mencionara; se tenían‘evidencias de 1a

participación de partículas PI en el mantenimientode infecciones per­

sistentes en células Vero.(21,22)

Los intentos por demostrar su participación en el presente modelo

de infección crónica,_fueron infructuosos por la existencia de una ac­
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tividad antiviral inespecífica en el cerebro del Calomzsmusculinus.

Si bien la metodologíadisponible no penmitió diferenciar la acti­

vidad interferente inespecífica, de la que posiblemente ejercieran las

partículas PI, el autor está convencidode la existencia de dichas

partículas, fundamentandosu hipótesis en los siguientes hechos:

- Las preparaciones virales con que se inocularon los animales

no estaban libres de partículas PI.

- Help y col han demostrado que aún partiendo de preparaciones vi­

rales libres o con muybajo Ltítulo de partículas PI, luego de algunos

ciclos de multiplicación viral se puedendetectar dichas partículas.(21)

- Estudios realizados sobre persistencia de virus Junín en culti­

vos en estado estacionario, han demostrado la participación de las par­

tículas PI en el mantenimientode la persistencia.

-Dadoque la infección crónica del Calomzs musculinus se establece

fundamentalmentepor la persistencia del virus en el cerebro, y conside­

rando que ciertos aspectos fisiológicos del cerebro se pueden homolo­

gar a los de un cultivo en estado estacionario, tal vez algunos de los

conocimientos de los estudios in vitro, puedan ser extrapolados al“

presente modelo.

Por otro lado, los intentos preliminares por caracterizar la acti­

vidad interferente del cerebro, demostraron que la mismaestá presente

en las fracciones subcelulares mitocondrial y microsomal. Además

ser determinó su sensibilidad a1 tratamiento con tripsina, 10 que
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pennitió inferir que en su composición intervienen proteinas. Los ex­

perimentospara establecer la susceptibilidad de la actividad interfe­

rente al tratamiento con solventes lipídicos no arrojaron datos conclu­

yentes.

Los estudios sobre los posibles mecanismosde acción, demostraron

que 1a inhibición de la infectividad viral se produciría a nivel de la

adsorCióno penetración del virus a la célula, dado que es tan efecti­

va su acción, preincubando el inhibidor con las células a infectar o

mezclandopreviamente a la infección,e1 virus con el inhibidor.

El rol del interferón en el presente modelono pudo ser estableci­

do, dado que existe aún en los animales normales una síntesis'basal de

interferón que imposibilitó llegar a conclusiones ciertas a1 respecto.

Esta síntesis inespecífica podría deberse a algún patógeno presente en

nuestra colonia.

PARTICIPACION DE MUTANTES TERMOSENSIBLES EN LA INFECCION CRONICA DEL Ca­

lgmzs musculinus CONVIRUS JUNIN

Los experimentos realizados para caracterizar las poblaciones vi­

rales presentes en el cerebro de los Calomzscrónicamente infeCtados

demostraron un enriquecimiento de las mismasen variantes ts.

Esta selección se produce desde tiempos muy tempranos de infección.

Las diferencias de EDPentre la cepa parental y las poblaciones vi

rales persistentes, demuestranque las mutantes ts replican más rápida­
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mente o interfiriendo con 1a cepa parental, dado que el enriquecimien­

to en función del tiempo es muymarcado.

Los estudios realizados a partir de clones obtenidos de las pobla­

ciones virales persistentes, permitieron concluir que el fenotipo ts

no se revierte por el crecimiento.de las variantes en cultivos celula­

res, lo que descartaría que la característica ts esté asociada con la

constitución de las membranasde los distintos sustratos celulares.

Se sabe que algunas de las ventajas selectivas de las mutantes ts

sobre lascepa salvaje, es una menorpatogenicidad sobre el huésped.(20,

70,72)

En este trabajo no se pudo correlacionar el caracter ts con una

menorvirulencia, dado que las muestras ts obtenidas se almacenaban

en un equipo refrigerador de -70°C, que se descompusoy estuvo durante

un tiempo prolongado a temperatura ambiente, con la consiguiente per­

dida de los materiales. Por la mismacausa no se pudo establecer la

relación biunívoca entre las variantes serológicas y las ts.

VARIACIONANTIGENICA DEL VIRUS JUNIN EN Calomys musculinus PERSISTENTE­

MENTE INFECTADOS

El bajo grado de neutralización del virus aislado de C.musculinus

persistentemente infectados, por el suero del mismoanimal, comparando

el título de este suero frente a la cepa parental, indica la aparición

de mutantes serológicas dentro de 1a población viral persistente.

La variación antigénica, probablemente involucre a las glicopro­
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teinas de 1a envoltura viral, ya que estos componentesvirales son los

que interactúan con los anticuerpos durante el proceso de neutraliza­

ción viral. Posiblemente esta modificación antigénica sea solamente

en una parte de los distintos determinantes antigénicos de la glico­

proteina, permaneciendootros inalterados. Esto se puede suponer, da­

do que cuando se realizan ensayos de neutralizacíón con una población

viral que posee variantes serológicas, enfrentandola con el suero del

mismoanimal, pero ahora poco diluido, la infectividad viral se nega­

tiviza totalmente.

Las variantes antigénicas son bien conocidas en Microbiología,

especialmente en infecciones crónicas con protozoarios. Unode estos

modelos, y tal vez el mejor estudiado es el del tripanosoma africano,

que infecta persistentemente al ganado bovino.(88)

EnVirología existen algunos reportes de variaciones antigénicas,

con dos modelos bien estudiados (Anemia infecciosa equina (35) y Visna

(52,53)). E1 virus de la Anemiainfecciosa equina, que infecta en for­

mapersistente a los caballos, produce una enfermedadque presenta

viremias recurrentes asociadas con hemólisis y fiebre. La enfennedad

desaparece con la aparición de anticuerpos neutralizantes y reaparece

con el desarrollo de variantes serológicas en plasma. (35)

La infección crónica del Calomzsmusculinus, asociada a lesiones

meningoencefálicas permanentes, no es una enfermedad con sintomatolo­

gía recurrente, sino que comosucede en el modelo de ovejas infectadas

con virus Visnapn las que se desarrolla una infección neurológica pro­
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gresiva, el mantenimientode 1a infección sin recuperación de las lesio­

nes encefálicas sería debido a la liberación intermitente de virus alte­

rado antigénicamente. Esta liberación intermitente se correlacionaría

con la aparición de viremias fugaces, que posteriormente por una reac­

ción del sistema humoralsería clarificada.

La selección de variantes serológicas sería una respuesta viral

a 1a gran presión inmunológica ejercida por medio de los anticuerpos neu

tralizantes; esta alternativa no sería limitada a la poblaciónviral del

cerebro, sino que también se han encontrado variantes antigénicas en una

población viral aislada de las glándulas salivales de un cricétido cró­

nicamente infectado. Este hallazgo juntamente con las diferencias de

los títulos de anticuerpos de los sueros de los Calomzscrónicos, cuan­

do se los enfrentó a su propio virus o a 1a cena parental con un pasa­

je por cerebro de Calomxsneonato, penmite confirmar que Ia aparición

de variantes serológicas es un fenómenoque no depende del tipo de cé­

lula que el virus infecta, y que los resultados observados no se pro­

ducen nor un artefacto causado nor arrastre de algún determinado mateq

rial presente en las membranascelulares a través de las que el virus

brota.

En consecuencia, la variación antigénica estaría regulada por la

expresión genética viral, frente a un estímulo de selección natural.

Podemosconcluir que la infección persistente se podría mantener

nor aparición dentro de la población viral de variantes serológicas,

las que progresivamente reemplazarían a la población original, favoreci

das nor la presión inmunológica.
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La variación antigénica mostrada por el virus Junín sería una ven

taja adaptativa, que le permitiría evolucionar eludiendo el sistema in

mune, y además a1 contaminar las excreciones de los animales portadores,

le permitiría infectar a algún cricétido que habiendo tomadocontacto

anteriormente con el virus, hubiera desarrollado una respuesta inmune

contra el virus parental. Pero esta última posibilidad,requeriría una

variación antigénica de la mayorparte de los determinantes antígenicos

de la glicoproteina.

Comocolorario de esta sección, se puede plantear un interrogante

acerca del uso de vacunas atenuadas para virus Junín, sin establecer

previamente‘si el virus produce persistencia en el hombre.

CONCLUSIONES

Resulta evidente de la discusión precedente que el modelo experi­

mental C.muscu1inus-cepa atenuada XJ C13 de virus Junín, puede proveer

un modelopromisorio para el estudio de distintos asnectos de la pato­

genia viral e infecciones persistentes. Ademásel esclarecimiento de

estos asnectos puede redundar en el establecimiento de formas de lucha

efectivas contra el reservorio natural del virus Junín.

Algunas de las conclusiones más interesantes son las siguientes:

1) Todos los animales inoculados fueron sensibles a la infección

demostrandoque ellos no son resistentes naturalmente.

2) Los C. musculinus neonatos inoculados por vía i.p. presentaron

morbimortalidad variable en función de la edad del animal al momentode

la inoculación, encontrando que los cricétidos mayores de 21 días son



433­

totahnente resistentes a'la infección por dicha vía.

3) Esta resistencia a la infección estaría asociada con la madu­

rez inmunológica a través de una acción virucida efectiva por medio de

macrófagosperitoneales.
Esta barrera inmunológicasería activada por un.factor que se ma­

nifestaría 24 hs después de la inoculación, y cuya actividad cesaría

o no estaría presente in vitro.

4) Los animales adultos que son resistentes a 1a infección por vía

i.p., son susceptibles por vía i.n.. La inoculación por esta vía produ­

jo también una infección aguda, aunque con menores porcentajes de mor­

bimortalidad.

Los animales inoculados por cualquiera de las dos vías, pueden

enfermar o no. Los cricétidos que enferman, presentan sintomatología

neurológica y pueden morir a causa de meningoencefalitis severas. Los

que se recuperan de la etapa aguda o los que 1a cursan sin presentar

síntomas, pueden eliminar el virus del organismo, o estar persistente­

mente infectados. En amboscasos se detectan altos títulos de anticuer­

pos neutralizantes.

6) Los animales crónicamemte infectados sobreviven por más de 500

días (superando la esperanza de vida en la naturaleza, que es de 90

días), presentando altos títulos de virus en cerebro. Ademásen un ba­

jo porcentaje de animales se detecta virus en glándulas salivales.

7) A diferencia de los preceptos clásicos que indicaban que los

arenavirus establecían infecciones de tipo persistentes.en sus huéspe­

des naturales sin producir 1esiones,en este trabajo se ha demostrado
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que los animales enferman y mueren, y aquellos que sobreviven persis­

tentemente infectados, presentan en todos los casos encefalitis leves

aún cuando no presentan síntomas clínicos.

8) Los estudios sobre los mecanismosde transmisión viral entre

cricétidos, corroboraron la existencia de transmisión horizontal. Los

intentos por demoStrarvtransmisiónvertical fueron negativos.

Los estudios sobre los factores que intervienen en el establecie

miento o mantenimientode la infección persistente demostraron que:

9) Las poblaciones virales obtenidas de los cerebros de C. mus­

culinus crónicamente infectados presentan un enriquecimiento en va­

riantes ts en función del tiempo. Por otro lado, se estableció que

dichas variantes son estables, dado que no revierten al ser crecidas

dos veces en cultivos de células Vero,

10) Por primera vez se ha informado de la existencia de variantes

serológicas para el virus Junín. Se demostró que en las poblaciones

virales persistentes en cerebro o glándulas salivales, se puedende­

tectar variantes serológicas que son pobrementeneutralizadas por los

anticuerpos presentes en el suero de los mismos animales en que se

practicaron los aislamientos virales. Estas variantes serían uno de

los factores que intervendrían en el mantenimientode la persisten­

cia, escanando de la vigilancia inmunológica. Ademásla existencia de

dichas variantes explicaría la aparición de viremias fugaces en los

mismosanimales que presentan altos títulos de anticuerpos neutrali­

zantes .
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11) Los estudios realizados para establecer la participación de

partículas PI en el estado de infección persistente, fueron enmascara

dos por la existencia de una actividad interferente antiviral inespe­

cífica en el cerebro del C. musculinus.

Resultó imposible separar por métodos convencionales dicha acti­

vidad interferente de las posibles partículas PI. Este factor podría

tener algún rol en la patogenia viral, aunqueno fue establecido.

Se determinó únicamente, que actúa a nivel de la adsorción vi­

ral y que su efecto puede ser revertido por dilución de los materia­

les a ensayar.

12) Los intentos por demostrar la participación de interferón

en la natogenia viral o defensa de la infección, no pudieron ser

llevados a cabo, ya que los animales normales presentan al igual

que los cricétidos infectados una producción basal de interferón que

imposibilitó 1a realización de los exnerimentos.

La nroducción de interferón nodría ser debida a algún patógeno

nresente en la colonia de C. musculinus.

/ 7¡ñ/f. _­
Dra. CtLI-- r-J.muy
Prof. 'l:":.'z:r '. ¡ 71:!11'!‘
Fat. Cuna-¡2.5 ¡:xucms

me.N.bU4
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7. RESflflïd

Se caracterizó la infección aguda y persistente del C. musculinus

inoculado experimentalmentepor distintas vías con la cepa atenuada

XJ Cl3 de virus Junín. La morbimortalidad fue dependiente de la edad

de los animales y de las dosis inoculadas. La sintomatología clínica

fue neurológica y las muertes debidas a severas meningoencefalitis.

Los animales que no enfenmaban, o se recuperaban de la etapa aguda lun

piaban el virus del organismoo se presentaban persistentemente infecta

dos. En amboscasos se detectaron altos títulos de anticuerpos neutra­

lizantes.

E1 reservorio de virus en el organismo de los animales crónicamen

te infectados fue exclusivamente el cerebro, y en un bajo porcentaje .

las glándulas salivales.

Los estudios sobre transmisión del virus entre cricétidos demostra

ron que 1a mismaocurre en fonna horizontal, no pudiendo establecer la

existencia de transmisión vertical.

Conel objeto de esclarecer el mecanismode persistencia se estudia

ron las alteraciones que sufre el virus durante la infección persistente.

La caracterización de las poblaciones virales presentes en el cerebro

de los C. musculinus crónicamente infectados demostraron: 1) Las po­

blaciones virales se enriquecen en función del tiempo en variantes ts.

2) Se detectaron en las mismaspoblaciones la aparición de mutantes se­

rológicas, que son pobrementeneutralizadas por los anticuerpos neutra­

lizantes presentes en los sueros de los mismosanimales.

Ademásse detectó la presencia de un factor interferente antiviral

inespecífico que podría tener algún papel en la patogenia viral.
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