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1.

1.1.

INTRODUCCION

INFECCIONES VIRALES PERSISTENTES

Las infecciones virales se clasifican segin su evolucidén en AGUDAS

o PERSISTENTES.

Las infecciones agudas polarizaron la atencidén de los estudios vi-
rolégicos durante muchos afios. Las caracteristicas de su evolucidén son:
periodos de incubacién cortos, seguidos por sintomatologia acompafiada
generalmente por fiebre y posteriormente recuperacidén con eliminacién
del virus del organismo. Estas infecciones se autolimitan y dificilmente
presentan complicaciones tardias; el aislamiento de virus infeccioso en
sangre o éecreciones del paciente solamente es exitoso en un corto in-
tervalo desde poco antes hasta poco después de la aparicién de 105‘sihtg
mas.

La lucha contra este tipo de infecciones virales se ha encarado des-
de el punto de vista profilictico, debido a la falta de antivirales ade-
cuados, y gracias al desarrollo de numerosas vacunas, muchas de estas en
fermedades han sido o estdn en camino de ser erradicadas.

Como consecuencia de los avances logrados en este campo, gran parte
de los recursos en Virologia se han volcado ultimamente al estudio de las
enfermedades del tipo persistente, en las que el virus estd presente en

el organismo, con o sin manifestaciones clinicas, durante meses y a(n a-

nos.




A diferencia con las enfermedades del primer grupo, la primo-in-
feccidn generalmente es asintomidtica o leve. Ademis estas infecciones
pueden resultar reservorios para que virus infeccioso se disemine a
nuevos huéspedes susceptibles.

Las infecciones persistentes se pueden clasificar en tres catego
rias:

1) INFECCIONES LATENTES

Se denominan asi a las infecciones que cursan con episodios reite-
rados de enfermedad aguda, con periodos asintomiticos durante los cua-
les el virus es dificil de aislar.

El ejemplo clasico es el virus Herpes Simple, el cual durante la
infeccién primaria replica en las células nerviosas de algunos ganglios,
en donde se acantona y persiste durante los periodos asintomiticos.Cuan
do se producen los episodios agudos, causados por reactivacién viral,
debido a ''stress'', radiaciones solares, menstruacidn, etc, el virus mi-
gra utilizando los nervios sensores a la piel, donde multiplica forman

do vesiculas.

2) INFECCIONES CRONICAS

Se caracterizan porque el virus se puede demostrar en cualquier mo-
mento luego de la primo-infeccidén, pero sin evidencias de sintomas de
enfermedad, o asociados con inmunopatologias tardias o neoplasias.

Para ejemplificar la primer situacién, o sea las infecciones persis-
tentes con prescindencia de sintomatologia, podemos tomar al Citomegalo-
virus, que se aisla en muchas personas a partir de saliva, orina, biop-

sias de rifion o leucocitos circulantes, sin enfermedad aparente, salvo



cuando es activado en pacientes inmunosuprimidos o transmitido por trans
fusiones sanguineas.

Cuando las manifestaciones virales estan asociadas a inmunopatias
tardias, estas generalmente son debidas a que coexisten en el organismo
virus y anticuerpos circulantes, que dan lugar a la formacién de comple-
jos inmunes. Estas entidades pueden ser fagocitadas y eliminadas por cé
lulas especializadas, o se pueden depositar en los tejidos del organis-
mo y producir enfermedades por immunocomplejos. E1 6rgano mis comprome-
tido en estas inmunopatias es el rifiébn, debido a su funcién filtrante;
provocandose glomerulonefritis, que han sido descriptas para distintos
virus: Deshidrogenasa Lictica (LDH), Anemia Infecciosa Equina, Coriome-
ningitis Linfocitaria (LOM) y Enfermedad del visén aleutiano (ALV).

3) INFECCIONES LENTAS

Estadn caracterizadas por un largo periodo de incubacidén asintomiti
co ( meses o afios ) sin eliminacidn de virus por el huésped; la enfer-
medad también es prolongada con un desarrollo lento y progresivo que en
la mayoria de los casos es mortal.

Las enfermedades causadas por los denominados virus lentos son pro-
ducto directo de la multiplicacidén viral o de una respuesta inmune a la
infeccidn.

Los agentes etioldgicos de las virosis lentas, pueden ser clasi-
ficados en dos grupos, segin el tipo de patologia que producen: Un pri-
mer grupo formado por Kuru, Sindrome de Creutzfeldt-Jakob del hombre,

Scrapie de ovinos y caprinos y la Encefalopatia Transmisible del visdn.




Estos agentes causan las encefalopatias subagudas espongiformes, en las
que no se detectan reacciones inflamatorias ni respuesta humoral o ce-
lular a la infeccidén, y son denominados actualmente ''priones' o virus
no convencionales, por su resistencia a la inactivacidén quimica o fi-
sica y aparente falta de acido nucleico.

El otro grupo integrado por el virus del Sarampidén productor de la
Panencefalitis subaguda esclerosante (SSPE), el virus Rubeola asociado
con la Panecefalitis rubeblica, la Leucoencefalopatia multifocal pro-
gresiva causada por el virus del mismo nombre del grupo Papovavirus,
asi como el virus Visna de las ovejas, que a diferencia con los agentes
del primer grupo producen infecciones con respuesta= inflamatoria vy

reaccién inmunolégica del huésped.

Se debe notar que estas clasificaciones no son estrictas, asi co-
mo no lo es el comportamiento de los virus, debido a la influencia o
modificaciones ejercidas por los distintos huéspedes.Por esta razén un
mismo virus puede presentarnos distintos tipos de infecciones persis-
tentes o infectar persistentemente algunos huéspedes y en forma aguda
a otros.

De estos comportamientos duales surge el interrogante que da ori-
gen a este trabajo de tesis, ¢ Cudles son las causas de que un virus
modifique su fase de produccién viral citotdxica a la fase persistente

no citotdxica?.



Las condiciones generales que se deben cumplir para que un virus
pueda existir por periodos prolongados en un organismo son las siguien
tes:

a) Los mecanismos inmunoldgicos del huésped deben estar impedidos
de cumplir sus funciones, que llevarian finalmente a la eliminacién
del agente infeccioso.

b) La replicacién viral debe estar regulada, a fin de evitar un
aumento inconveniente de su concentracidn en el organismo, pero asimis
mo permitir el recambio natural de la poblacién viral.

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

sus funciones estén impedidas.

Estas condiciones generales resumen muy sucintamente el amplio es-
pectro de mecanismos alternativos gracias a los que se establecen y man
tienen las infecciones persistentes. Con el objeto de determinar los me
canismos mas comunes utilizados en los distintos sistemas virus-huésped
se resefiardn en el siguiente cuadro las infecciones persistentes mis im

portantes y sus caracteristicas.
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1.2. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LOS DISTINTOS MECANISMOS DE PERSISTENCIA

VIRAL

La clasificacién de infecciones persistentes, agrupa un amplio
espectro de afecciones. En este punto se tratarid de resefiar las coin
cidencias que existen entre los distintos mecanismos por 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 mecanismos por los que se establece y mantiene una infeccién
persistente,y s6lo se puede especular cual de ellos tiene un rol pre-
ponderante en ciertas infecciones.

DEFICIENCIAS EN LA INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR

TOLERANCIA

Muchas infecciones persistentes estdn asociadas con una muy peque-
fia respuesta de anticuerpos, especialmente cuando la infeccién ocurre
en forma intrauterina o neonatal. En estos estadios, la inmunocompeten
cia es baja o se estd desarrollando, de forma tal que los mecanismos
inmunoldgicos no favoreceran las manifestaciones clinicas de infecciones
virales productoras de immunopatias.

La tolerancia inmunolégica generalmente es incompleta, dado que
se ha demostrado en ratones infectados congénitamente con virus LM,
LDH o Leucemia murina, que soportan la multiplicacién viral, sin enfer
medad evidente, pero presentan distintos grados de hiporeactividad es-
pecifica.

La pequefia cantidad de anticuerpos producidos, se detecta sola-
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mente como inmunocomplejos circulantes, que luego se depositan en los
glomérulos u otros tejidos.(24,32,56)

Es posible que la presencia de antigenos virales durante el de-
sarrollo temprano, particularmente en tejido linféideo, induzca tole-
rancia como han propuesto Burnet y Fenner para LOM. (5). Esto ‘seria
posible, debido a la destruccién especifica de células que reaccionan
con determinados antigenos. (67)

En los casos en que hay produccién de complejos inmunes circulan-
tes, estos pueden ser infecciosos (24,54,68), e infectar a otras célu-
las o ser fagocitados por macrofagos donde el virus es capaz de repli
car y aln persistir. En consecuencia, la eliminacién del virus por me-
dio del macrdfago no se produce y por el contrario, se favorece la per-
sistencia viral. (47)

Son varias las enfermedades cronicas en las que el virus parece
multiplicar fundamentalmente en macréfagos, tal es el caso de ALV, AEI,
y LDH. La infeccidn de estas células puede modificar la presentacidn
del antigeno por parte del macrdofago a los linfocitos T, asi como otras
funciones del sistema reticulo endotelial, como sucede en la infeccidn
del ratdn con el virus LDH, donde los niveles de enzimas plasmiticas
estan muy elevadas por falta de eliminacidn. (82)

INMUNODEPRESION

En las infecciones persistentes,a menudo los virus causan inmuno-
supresion. (55) Este fendémeno se manifiesta como una respuesta depri-
mida de la inmunidad humoral hacia antigenos no relacionados, como se

ha demestrado en Leucosis murina (55), Tumor mamario (47), LOM (49),
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Enfernedad del visén aleutiano (68), Citomegalo virus (33) y otros.

La duracién del estado de inmunosupresién es generalmente corto,
siendo miximo en el momento de la induccién de la respuesta inmune pa-
ra el virus infectante. (33,49)

También se ha observado clinicamente, depresi6n de la inmunidad
celular en humanos vacunados con virus vivo o luego de una infeccidn
natural (47). Estas observaciones fueron confirmadas posteriormente
por experimentos realizados con ratones infectados con virus de New-
castle (NDV) o de la 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 immunosupresién estaria mediada por los siguientes mecanismos:

a)Cambios funcionales o destruccién de células mieloides o linfoi
des y/o sus precursores, mediado por virus.

b)Competencia antigénica.

c) Inmunodepresién como resultado de un incremento de secrecién
adrenocortical.

d) Inmunodepresién mediada parcialmente por interferdn. (81)

PRODUCCION DE ANTICUERPOS BLOQUEANTES O NO NEUTRALIZANTES

En numerosas infecciones persistentes se detecta la formaci6n de
anticuerpos no neutralizantes. Como ejemplos podemos citar las infeccio
nes mediadas por los virus LCM (30), LDH (45), ALV (68) y Leucosis mu-

rina (55).
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Estos anticuerpos reaccionan especificamente con los antigenos vi-
rales que les dieron origen, pero carecen de poder neutralizante, por
lo que se forman complejos antigeno-anticuerpo infecciosos circulantes,
que se pueden detectar precipitandolos con antiglobulinas.

Experimentos en cultivo de tejidos demostraron que se puede redu-
cir el efecto citotdxico entre células infectadas con virus y linfoci-
tos T, por el agregado de anticuerpos especificos. (73)

AGn asi los conocimientos acerca de los anticuerpos no neutralizan
tes en las infecciones in vivo son pobres, habiéndose determinado so-
lamente que estdn dirigidos a sitios no criticos sobre la superficie vi-
ral, que pueden bloquear la actividad de los anticuerpos neutralizantes

asi como la inmunidad mediada por células, favoreciendo la persistencia

viral. (47)

MODULACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA SOBRE LA SUPERFICIE DE LA CELULA

INFECTADA

Cuando la densidad de antigeno viral sobre la superficie de la
célula infectada es menor que la necesaria para la formacién del nime-
ro critico de dobletes de immnoglobulinas, no tiene lugar la fijacién
de complemento y en consecuencia no hay lisis celular, favoreciendo asi
la persistencia viral.

La modulacién antigénica puede ocurrir en infecciones en las que
el genoma viral estd integrado al del huésped, y solamente expresa algu
nos pocos antigenos, como es el caso de las infecciones con Leucemia mu-

rina, en las que s6lo se forma el antigeno gs que induce bajos niveles
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de anticuerpos, que ademis no fijan complemento. (47)
En cultivos infectados persistentemente con virus Sarampidn, cuyos
medios de cultivo habian sido suplementados con anticuerpos especificos,

se observé coronamiento (''capping') y desnudamiento (‘'stripping') de

antigenos virales sobre la membrana celular. (39). La remoci6én de anti
genos virales de la superficie celular ocurri6 ripidamente y estuvo a-
sociada con una reducida lisis celular mediada por anticuerpos fijado-
res de complemento, ain asi, se continud sintetizando y expresando an-
tigeno viral, que pudo ser detectado en el citoplasma. (39)

En relacién con el elevado titulo de anticuerpos antisarampién
presentado por pacientes con SSPE, se sugirié que la modulacién antigé
nica jugaria un rol preponderante en la patogenia de SSPE y de otras
infecciones persistentes con respuesta de altos titulos de anticuerpos.
(58)

PRODUCCION BAJA O NULA DE INTERFERON

Por 1o general los virus que causan infecciones persistentes, no
son buenos inductores de interferdn en sus hospedadores naturales.

En ratones infectados persistentemente con LM, no se ha podido
dosar ningin tipo de interferén, aunque estos mismos ratones responden
con produccién de interferdén ante la infeccién por otros virus, por lo
que la incapacidad de induccién de interferén estaria ligada al virus

persistente. (47,81)
DESARROLLO DE VARIANTES DE BAJA CITOPATOGENICIDAD, TERMOSENSIBLES 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 caracterizacidén 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 minimos en el
metabolismo celular. Esto es valido para la mayoria de los virus que
salen de la célula por brotacién, aunque, los virus citoliticos pueden
causar también infecciones persistentes cuando la destruccidén celular
estd restringida a un nimero pequefio de células, cuya perdida no afecta
la funcionalidad de los tejidos y Organos.

En consecuencia, el desarrollo de mutantes de baja citopatogenici-
dad presenta vantajas claras para el mantenimiento de un estado persis-
tente.

Entre las causas que regulan la replicacidn viral y asi determinan
el curso de la infeccién viral, se encuentran las mutantes termosensi-
bles (ts). La asociacién entre persistencia y ts, se debid fhndameqtal-
mente a los hallazgos de J.S. Younger trabajando 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. Damonte con el sistema células Vero - virus Junin, 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)

También se han aislado este tipo de mutantes virales, de animales
crénicamente infectados con virus Aftoso, Estomatitis vesicular (VSV) y
Parainfluenza.

La relacién entre infeccién persistente y mutantes ts, qued6
definitivamente demostrado cuando se infectaron ratas recién nacidas
con Reovirus tipo 3 cepa salvaje o mutante ts. Se encontrd que los ani-
males infectados con virus salvaje, morian a causa de una encefalitis
aguda alrededor del dia 12 post-infeccién (p.i.), mientras que la
mutante ts causé solamente encefalitis fatales cuando fue inoculada en
altas dosis. Por el contrario, cuando se inocularon bajas concentra-
ciones, la mayoria de los animales sobrevivieron a la infeccidn.y se
presentaban clinicamente sanos; aunque el anilisis histoldgico realiza
do meses después en estos animales, demostr6 que existia degeneramien
to de la corteza cerebral. (81)

En coincidencia con estos resultados, se detectaron modificaciones
en la neurovirulencia del virus Sarampidén cuando se inocularon ratones
con mutantes ts en lugar de la cepa salvaje.(81)

Ademds de las mutantes ts, las particulas interferentes, tendrian
un rol en el establecimiento y mantenimiento de las infecciones persis
tentes, aunque hasta el presente la participacidn de las.particulas
interferentes solamente se ha demostrado inequivocamente 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 mecanismos de accién utilizados por las parti-
culas interferentes (PI), se encuentra la limitacién de la replicacién
del virus infeccioso. Este mecanismo permitiria llegar con el trans-
curso del tiempo a un equilibrio entre la formacién de virus infeccio-
so y PI, lo cual posibilitaria una replicacién viral continua pero con
una produccién de virus infeccioso relativamente baja, con pequefio o
ningin dafio aparente para el organismo. Dicha interaccién seria impor-
tante tanto en la iniciacién como en el mantenimiento de las infeccio
nes persistente. (62)

Otro mecanismo propuesto para las PI, es la induccién de interfe-

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

De la breve resefia 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 estin- mediadas por uno o mis mecanismos que involucran

a distintos factores, y que el conjunto establecerd el tipo de infec-

cién a cursar por el huésped.
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1.3. ASPECTOS BIOLOGICOS DE LOS ARENAVIRUS

En 1970 la clasificacién taxondmica viral fue modificada con el
agregado de una nueva familia, ARENAVIRIDAE. Este grupo taxondmico in-
tegrado por 11 virus, fue propuesto sobre las siguientés bases:

1. Similitudes morfoldgicas: viriones de aspecto pleomérfico, con
envoltura y presencia de particulas en su interior, que observadas al
microscopio electrénico se presentan como granulos de arena, lo cual
da el nombre a la familia. Dichos granulos, de 20 a 25 nm de diame-
tro, son ribosomas de origen celular.

2. Poseen como material genético , ‘acido ribonucleico (ARN) cade
na simple fragmentado.

3. Relaciones antigénicas a través de un antigeno especifico de
grupo, demostrable por inmunofluorescencia. Ademis una parte de los
virus clasificados en esta familia comparten un antigeno fijador de
complemento, lo cual ha permitido agruparlos de la siguiente forma:

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

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

occidental)

b) Virus del nuevo mundo o Complejo Tacaribe: (integrado por aque

1llos miembros que comparten el antigeno fijador de complemento) Junin,
Tamiami, Tacaribe, Pichinde, Machupo, Parani, Amapari y Latino. Estos
virus han sido aislados de distintos lugares del continente Americano

como se nuede ver en la figura 1.
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FIGURA 1

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS MIEMBROS DEL COMPLEJO TACARIBE PERTENECIENTES

A LA FAMILIA ARENAVIRIDAE
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Una caracteristica de los arenavirus, es que la mayoria de sus
miembros estin:.estrechamente asociados a roedores, que sirven como
reservorios naturales.

Se asume generalmente que las infecciones cronicas causadas por
los arenavirus en sus huéspedes naturales, son asintomiticas, con mi-
nimo o ningin dafio tisular y con transmisién vertical u horizontal,
como mecanismo fundamental por el que se perpetian en la naturaleza.

Esta generalizacién de la relacién virus-huésped se debe funda-
mentalmente a la gran cantidad de estudios realizados sobre la infec-
ci6én natural o experimental del ratdén con LCM; mientras que los cono-
cimientos acerca de las interacciones de los demis miembros de 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 bioldgico para el hom-
bre, dado que no han sido asociados con ningin sindrome en particular,
y en consecuencia los recursos para investigar en esta drea son desti
nados a otros agentes. En relacifn con los tres miembros del grupo que
causan patologias humanas, (Lassa, Machupo y Junin), los avances ob-
tenidos son un poco mayores, aunque no sufictentes, y creo que se de-
be fundamentalmente a que dichos virus tienen distribuciones geografi
cas limitadas, y los paises involucrados no cuentan con los resursos
e infraestructura adecuadas para afrontar los riesgos de trabajo que
presentan las investigaciones de estos agentes, quedando fundamental-

mente en manos de organismos intermacionales los avances en el tema.
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Afortunadamente la Fiebre Hemorragica-Boliviana, cuyo agente causal es
el virus Machupo, se ha ido extinguiendo en forma natural y hace ya
varios afios que no se registran casos humanos.

Con la intencién de relacionar y comparar los datos de las infec-
ciones crénicas causadas por los arenavirus en sus huéspedes naturales
y los obtenidos en este trabajo, se resefiaran los principales conoci-

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

VIRUS MACHUPO.Y LATINO

El virus Machupo, agente etioldgico de la Fiebre Hemorrdgica Boli
viana, fue aislado en 1965. El virus Latino, al que no se lo asocia a
ninguna patologia humana, fue aislado en 1970. Ambos virus serdn trata
dos en conjunto debido a que comparten su huésped natural, el cricéti-

do Calomys callosus, cuyo hdabitat se encuentra en las sierras bolivianas.

El virus Latino produce en el Calomys callosus una infeccidn cré-

nica no.tolerante, sin viremia. Por el contrario el virus Machupo indu
ce una infeccién inmunotolerante con viremia persistente, en animales
recién nacidos. Cuando la infeccién se realiza en animales mayores de
9 dias de edad, se obtiene una infeccién con respuesta dividida.Aproxi-
madamente la mitad de los animales infectados, presentan una respuesta
inmmunotolerante, caracterizada por una marcada anemia hemolitica, esple
nomegalia, viremia, viruria, y poca o ninguna produccién de anticuerpos
neutralizantes o immunofluorescentes. El resto de los cricétidos desa-

rrollan una respuesta inmunocompetente, con produccién de anticuerpos




-23-

neutralizantes, fijadores de complemento e inmmunofluorescentes, capa-
ces de clarificar la viremia; asimismo no se observé esplenomegalia,
ni anemia, y la viruria fue minima o nula.(93,94)

Los porcentajes obtenidos para una y otra respuesta a la infec-
cién, se vieron modificados al variar las dosis inoculadas.Obteniendo
se un considerable incremento en el namero de animales con respues-
ta tolerante cuando la dosis de virus inoculada decrecid de 106 a
102 UFP/animal. El mismo fenémeno se observ6 al inocular roedores con
fenotipo cosanguineo, sugiriendo la importancia de los factores gené-
ticos en la seleccibén de una y otra respuesta.

El desarrollo de las infecciones con respuesta tolerante, esta
acompanado de 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 asi como la busqueda de antige
nos especificos por inmunofluorescencia en los animales con respuesta
tolerante, han sido exitosos a partir de casi todos los tejidos incluyen
do los 6rganos reproductivos. Las hembras crénicamente infectadas, si
bien se presentan anatdémica y funcionalmente normales, resultan casi
siempres estériles, debido fundamentalmente a la infeccién fatal de los
embriones.

Por otro lado las hembras immunocompetentes, que en algunos casos
eliminan pequefias cantidades de virus por orina, resultaron tan fér- -

tiles como los controles normales. El estudio de crias recién naci-
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o .
das antes de que realizaran su primer lactancia, demostré la presencia
de pequénias cantidades de anticuerpos neutralizantes, y estos titulos
aumentaron rapidamente,alrededor de 4 veces respecto del titulo presen
tado por la madre,en la primer semana de vida. Animales destetados a
los 21 dias de vida, nunca fueron infectados por sus madres. Pero en
los siguientes 40 -dias, se volvieron totalmente susceptibles a la en
fermedad. Este puede ser un posible mecanismo mediante el cual se en-
cuentran roedores normales en poblaciones donde el virus estd presente
en la mayoria de los individuos. (93,94)

Estos estudios experimentales del virus Machupo en Calomys callo-

sus, demuestran muchos hechos en comin con la infeccién del Mus muscu-
lus con virus LM (seccién 1.3.8 ), aunque también se encuentran dife-
rencias significativas, entre las que podemos incluir:

a) Ausencia de enfermedad aguda en Calomys adultos infectados.

b) Desarrollo rdpido y persistencia por largo tiempo de anemia hi
percrémica microcitica en cricétidos infectados recién nacidos.

c) Mayor reduccién en el potencial reproductivo como consecuencia
de la infeccién neonatal.

d) Obtencién de dos respuestas distintas en animales infectados des
pués de 8 dias de vida. Cerca de la mitad de los roedores tienen todos
los marcadores de infeccién en recién nacidos, el resto desarrolla an

ticuerpos neutralizantes y clarifica la viremia.
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1.3.2. VIRUS LASSA
La fiebre de Lassa es una enfermedad que generalmente, se presen-
ta con cuadros muy severos, caracterizados por involucrar la mayoria
de los 6rganos y cuyas manifestaciones son, miositosis, miocarditis,
neumonitis, encefalopatia, hepatitis y diastesis hemorrégica.
Esta enfermedad fue descripta en 1969 en el noroeste de Nigeria,
en la localidad de Lassa.Los estudios realizados sobre la ecologia de

la enfermedad, han demostrado al Mastomys natalensis, como Gnica esne-

cie vertebrada salvaje infectada con virus Lassa. (99)

No han sido muchos los avances realizados sobre el virus Lassa y
su huésped natural. Uno de los factores limitantes, es la necesidad de
trabajar bajo condiciones de alta seguridad, dado que son muchos los ca
sos de infecciones fatales de laboratorio que se han registrado. Aidn
asi, se tienen datos de infecciones experimentales que permiten dar
una idea aproximada de esta infeccién.

La infeccién de Mastomys neonatos, no causa ningiin signo de en-
fermedad clinica o lesién histolégica,a pesar de la presencia de virus
en sangre, nddulos linfaticos, higado, bazo, pulmdn, cerebro, orina y
secreciones de garganta por tiempo'prolongado.

Este cuadro pareceria apoyar la hip6tesis del desarrollo de una
infeccién tolerante persistente, . fundamentalmente por 1la falta
de lesiones, la ausencia o aparicién tardia de anticuerpos fijadores
de complemento, baja eliminacién viral y reactividad inmune, prove-
yendo estos hechos condiciones favorables para la eliminacién y per-

duracién del virus en la naturaleza .
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La infeccién experimental de Mastomys adultos, no provoca sintomas
aunque presenta altos titulos de virus en diversos 6rganos (n6dulos lin
faticos, sangre, higado, bazo, pulmén, rifi6n, vejiga y cerebro), siendo
muy marcado el linfotropismo viral. Algunos animales eliminan el virus
de algunos 6rganos pero siempre existe persistencia en otros, generalmen
te cerebro y nddulos linfaticos. (6)

La respuesta humoral es pobre, dado que solamente el 20% de los ani-
males desarrollan anticuerpos fijadores de complemento .

Los estudios histopatolégicos, demostraron solamente algunas menin
goencefalitis no muy severas, como toda anormalidad.

Los estudios sobre la relacién virus-huésped son todavia prelimina
res, Yy poco se conoce acerca de los mecanismos de transmisidn viral.Dado
que el namero de animales inoculados no ha sido muy elevado
y s6lo fueron estudiados durante cien dias, alin no se puede aseéurar que

en esta infeccién el virus clarifique lentamente, como sucede con la

infeccién de Sigmodon hispidus con Tamiami, o si existe una respuesta

de tipo dividida, como en el.caso de Calomys callosus y virus Machupo.

VIRUS TAMIAMI

Los conocimientos actuales muestran que solamente dos arenavirus
han sido aislados en América del Norte, LM (distribuido universalmente),
y el virus Tamiami, miembro del subgrupo Tacaribe.

Este virus fue aislado por primera vez en 1970 por Calisher y col,
en la vereda de Tamiami en la peninsula de Florida, donde su Gnico hués-

ped natural, es la rata algodonera, Sigmodon hispidus.
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El virus produce una infecci6én diseminada en el cuerpo de su hués-
ped, pero resulta asintomitica y varia con la edad del animal al momen-
to de la exposicién al virus. (97)

Si se infectan animales de 2 dias de edad, y se realiza un estudio
secuencial de la infeccién, se puede determinar la existencia de un tro
pismo linforeticular temprano, con mayor concentracién de virus y anti
geno viral en nédulos linfiticos, pulpa blanca esplénica, timo y médula
osea, a los 16 dias p.i.. Asimismo, se detecta infeccién temprana de
megacariocitos.

Con posterioridad, a los 30 ‘dias p.i., se puede detectar infeccién
en higado y glandulas salivales, y un poco mis tarde, a los 60 dias p.i,
una importante produccién de antigenos virales en rifién, corteza adrenal,
epitelio de tracto respiratorio y vejiga, aunque un poco después de los
2 meses p.i., la infectividad viral se negativiza en estos 6rganos.

La infeccidén del sistema nervioso central, es- poco productiva en
virus infeccioso, pero los antigenos virales se detectan en gran canti-
dad y progresivo aumento hasta el dia 90 p.i., y posteriormente se man-
tienen estables hasta el dia 360 p.i.. (97)

En forma tardia, se pueden detectar focos de hiperplasia en reticu-
lo endotelial, y en algunos 6rganos blancos, pero nunca hubo evidencia
alguna de citonecrosis histolégica o estructural.

La eliminaci6én de virus y antigenos virales de los téjidos de la
rata algodonera, fue excepcionalmente baja. Este fendmeno estaria rela-
cionado con una pobre respuesta celular immune. Los mecanismos de inmu-
nidad mediados por células, son un factor decisivo en el tipo de res-

puesta del huésped frente a infecciones linfotrSpicas, en particular las
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causadas por arenavirus. La presencia de antigenos virales en forma ma
siva en O6rganos linfdideos, seria un medio efectivo de reducir o abolir
la respuesta celular.

Estudios de immunofluorescencia realizados sobre células reticula
res y linfoides de ratas algodoneras crénicamente infectadas, presenta
ron igual morfologia que las células linfoides de ratones ''carrier" in
fectados con LOM. Este hallazgo. permitié a Murphy y col,postular que
la saturacidén temprana de las células reticulares y linfoides con an-
tigenos virales, seria un equivalente funcional de una zona de alta to
lerancia. (51)

Posteriormente Mims, demostré que en ratones infectados con LM,
en los que se acumulan antigenos en los 6rganos, existe destruccién de
tejido linfoide, especialmente linfocitos T, explicando asi uno de los
posibles mecanismos por los que se estableceria una respuesta tolerante.
(48)

Las observaciones realizadas sobre la cinética de eliminacidn de

virus y antigeno viral, en Sigmodon hispidus crénicamente infectados,

demostraron una recuperacién tardia del sistema reticulo-endotelial.
Dicha recuperacién fue variable segiin los distintos 6rganos. En cuanto
a la respuesta inmune humoral, parece no tener ninguna importancia en
el establecimiento de la infeccifn persistente con virus Tamiami. Con
la contribucién de los anticuerpos neutralizantes desde el dia 23 p.i.,
se logra clarificar la viremia completamente. Ain asi no parece existir

remocién alguna de antigenos virales del sistema nervioso central, aGn
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hasta el dia 360 p.i. (51)

Los estudios realizados acerca de los mecanismos de transmisién
viral, han establecido que ocurre fundamentalmente por exposicién a
excreciones infectadas, siendo la saliva la via mis importante de
eliminacién de virus.

Cuando se intent6 infectar animales de mayor edad (21 y 90 dias)
la susceptibilidad a la infeccifn resultd practicamente nula. Del
grupo inoculado a los 21 dias, se aislé virus solamente de un animal
y en bajo titulo, mientras que en los animales de 90 dias, todos los
intentos de infeccifén reswltaron negativos. Los estudios de inmuno-
fluorescencia e histologia, realizados sobre los mismos animales, a-

rrojaron resultados similares. (97)

VIRUS PARANA

Poco es 1o que se ha estudiado acerca del virus Parand, desde su

aislamiento en 1965, a partir de los rifiones de tres roedores Oryzomys

buccinatus, en los bordes del rio Paranid en Paraguay.

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

agente no esta asociado a patologia humana alguna, y que el rastreo e-
pidemiolSgico 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 epidemioldgico se realizé sobre sdlo

412 sueros, que sin ser un nimero muestral importante, indicaria que

la poblaci6n no se encuentra expuesta al virus . (92)
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Con el objeto de determinar los posibles huéspedes naturales del virus
Parani, 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

Oryzomys buccinatus. También se practicaron estudios serolfgicos a par-

tir de los sueros de los animales capturados, siendo negativos todos los
intentos de dosar anticuerpos neutralizantes, inclusive en las muestras

de Oryzomys buccinatus.

Si bien estos resultados son preliminares y escasos, podrian suge-
rir la existencia de una respuesta de tipo tolerante a la infeccién, en

forma andloga con lo que sucede en los modelos de LM y Machupo.

VIRUS PICHINDE

El virus Pichinde, fue aislado en el valle del mismo nombre en Co

lombia en 1965.

El aislamiento se realizé a partir de cerebro, corazén, pulmén,
higado, bazo, rifién, glidndulas salivales, suero y orina, del roedor

Oryzomys albigularis.

También se pudo determinar por experimentos de capturas sucesivas
de ejemplares de Oryzomys, que estos animales presentan viremia persis
tente, mientras que la eliminacién de virus por orina no es persisten
te. (84)

Los estudios seroldgicos, demostraron la presencia simultadnea de

anticuerpos fijadores de complemento con virus en sangre.
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En un intento de relacionar al virus Pichinde con alguna posible
infeccién humana, se recolectaron sueros de habitantes de zonas pro-
ximas o alejadas de donde se realizaron los primeros aislamientos.
Las muestras fueron ensayadas por fijacién de complemento contra
virus Pichinde, y s6lo el 2% de las muestras fueron positivas, aunque

con titulos muy bajos. (84)

VIRUS TACARIBE

Este virus fue aislado en 1963 en Trinidad, del murciélago
Artibeus .en una ocasién, 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 bioquimicos y bioldgicos, dado
que presenta reactividad seroldgica cruzada con el virus Junin, por

lo que no se descarta como medio de lucha contra la Fiebre Hemorra-

gica Argentina.

VIRUS AMAPARI

Este virus fue aislado en 1964 en Serra do Navio, en el territo-
rio de Amapd, Brasil. El aislamiento se realizd de dos especies de roe

dores, Neacomys guineae y Oryzomys capito.

Los estudios seroldgicos realizados en Oryzomys capturados en el
drea de Serra do Navio, mostraron que los sueros de dichos animales

poseian anticuerpos fijadores de complemento, pero no neutralizantes.

(63).
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El virus Amapari no ha sido asociado a ninguna patologia humana,
y los estudios epidemiolégicos 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 (LCM)

El virus LOM fue descubierto en 1934 casi simultaneamente en tres
lugares distintos de los Estados Unidos. Armostrong y col., aislaron
el agente de un mono que habia sido inoculado con el virus de la Ence-
falitis de St. Louis; Rivers y Scott, aislaron 5 cepas de virus en pa-
cientes con meningitis; y Traub reveld la presencia del virus en una
colonia de ratones albinos. (85)

Aunque han existido distintas denuncias de infecciones humanas
con LCM (fundamentalmente en laboratoristas), el nimero de casos ha
sido bajo y afortunadamente muy pocos han resultado fatales.

En los primeros tiempos luego del aislamiento, se asocio al ratén
blanco como huésped del virus, pero mis tarde se demostré que el Mus
musculus era el principal reservorio del virus en la naturaleza.

Esto fue demostrado cuando en 1939, se detecté virus en ratones
grises caseros, y dichas infecciones murinas se correlacionaron con ca
sos humanos de LCM en los mismos lugares. (85)

Esto fue mids tarde corroborado por distintos investigadores, y en

la actualidad se sabe que el mayor reservorio natural del virus es el
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ratén doméstico. La transmisién del agente del ratdén al hombre, ain

no estd aclarado. Algunos experimentos realizados con artrépodos, como
vectores, han dado resultados satisfactorios pero no concluyentes al

respecto. (85)

Los primeros estudios realizados en el tema de la relacién virus-
huésped, mostraron que existen dos tipos fundamentales de respuesta,
dependiendo de la edad del animal en el momento de la infeccidn:

a) Infeccién persistente con larga sobrevida, presentada por los
ratones infectados congénitamente. Tales animales no muestran signos
de enfermedad por muchos meses. Ademis tienen una elevada resistencia
a la sobreinfeccién por via intracerebral (i.c.). A pesar de esto, no
se encontraron anticuerpos neutralizantes, aunque se detectaron ocasid
nalmente anticuerpos fijadores de complemento.

b)Infecci6én aguda, presentada por animales infectados en edad adul
ta, seguida por una ripida eliminacién del virus en los sobrevivientes.
La aparicién de anticuerpos, fijadores de complemento,se detecta ripi-
damente en el suero de dichos animales, aunque la presencia de anticuer
nos neutralizantes ha sido cuestionada por mucho tiempo.

RATONES INFECTADOS CONGENITAMENTE

Los ratones infectados congénitamente presentan un estado de per-
sistencia viral, que los transforma en portadores crénicos. Dicho es-
tado ha sido expresado como "infeccién tolerante persistente''. El esta-
do inmune de estos animales también recibi6é la denominacién de ''inmuni-
dad tolerante", en contraste con la "inmunidad activa'' que presentan

los ratones adultos después de la infeccifn aguda.
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Los portadores crénicos parecen ratones normales por muchos me-
ses, y gran parte de ellos a lo lérgo de toda su vida, a pesar de
poseer grandes cantidades de virus en sus 6rganos, sangre y descar-
gar virus continuamente en orina, secreciones nasales, heces, leche
y esperma.

Estos animales no poseen ningilin mecanismo que les permita lim-
piar el virus de sus organismos.

Ademds, en contraste con lo que sucede en la infeccidn aguda
del ratén adulto, estos ratones pueden infectar a ratones normales
por contacto directo, sexualmente o durante el periodo de lactancia.
En relacién con la transmisién vertical, todos los embriones de cama
das provenientes de hembras crénicamente infectadas, resultan infec-
tados. Esta infeccién se produce a través del huevo, que se gesta en
un medio muy contaminado con virus. Pero cuando las crias provienen
de hembras sanas cruzadas con machos crénicos, no todas las camadas
resultan infectadas, y en aquellas que si 10 estdn, no siempre se pue
detectar antigeno en todas las crias. (51)

La inmunidad de los ratones congénitamente infectados, estd carac
terizada por una resistencia a la infeccién intracerebral a lo largo
de toda su vida. Dado que.se sabe, que embriones y recién nacidos no
son capaces de desarrollar respuesta inmune humoral o celular alguna con
tra el virus, la Unica explicacién plausible para este comportamiento
es que sea debido a la acci6n de células infectadas, mediante algin me
canismo de interferencia viral, que no seria interferdn, ya que se ha

demostrado la ausencia de este antiviral en los ratones ''carrier'.
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Ademis este mecanismo de interferencia o bloqueo a la infecciédn
intracerebral, es débilmente activo contra otros virus que son inocu-
lados en los mismos ratones, con lo que quedaria demostrado un fend-
meno interferente selectivo.(90)

En los ratones infectados congénitamente, ha sido imposible de-
mostrar la presencia de anticuerpos neutralizantes, aunque ocasional-
mente se ha detectado la presencia de anticuerpos fijadores de com-
plemento en bajos titulos, y también anticuerpos especificos por el
uso de la técnica de inmunofluorescencia. (58)

.La tolerancia immunolégica presente en estos animales dura toda
su vida, pero es importante destacar, que la misma es virus especifi
ca. Esto ha sido comprobado en animales persistentemente infectados
con LOM a los cuales se los ha infectado con otros virus, encontran-
do que los mismos desarrollan anticuerpos neutralizantes contra el
nuevo agente. (58)

Aunque las respuestas a la infeccién de los embriones y recién
nacidos son sustancialmente iguales, Traub y col. han demostrado,
la existencia de algunas diferencias entre ambos modelos. Por ejemplo,
se ha encontrado que la cepa WCC de LOM es altamente virulenta para
recién nacidos cuando es inoculada por via i.c., mientras que los em-
briones de madres crénicamente infectadas con la misma cepa, no mostra
ron sintomas de enfermedad, ailin cuando tenian grandes cantidades de vi
Tus en sus visceras al momento de nacer.

Otra diferencia observada entre ambos modelos de infeccibn, es la

presencia de anticuerpos fijadores de complemento en bajo titulo y que
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se pueden dosar mis cominmente en recién nacidos, que en los animales
infectados congénitamente. (66,85)

Otro fendmeno interesante que se presenta en la infeccidén de re-
cién nacidos es la aparicién de un "sindrome tardio', descripto por
Hotchin en 1962.(29) Dichos animales aparecen aparentemente sanos
por aproximadamente 10 meses, luego de los cuales se manifiestan sig-
nos de enfermedad, y finalmente mueren. Este comportamiento fue con-
firmado con posterioridad como una regla general , por la cual, rato
nes jovenes congénitos o neonatos ''carrier',que se presentan aparente
mente sanos, mids tarde desarrollan una enfermedad desgastante. La sin-
tomatplogia de esta enfermedad se caracteriza por cambios degenerati-
vos en ojos y piel, pérdida de motilidad; histolégicamente se observan
fundamentalmente afectados los rifiones, lo que se correlaciona con una
disfuncidn renal. Las lesiones observadas son, glomerulonefritis y vas
culitis necrotizantes. Oldstone establecid la interrelacién entre esta
enfermedad y la deposicién de complejos inmunes. Ademds se demostrd
que los complejos inmunes estan formados por anticuerpos especificos
del huésped contra las proteinas estructurales mis importantes del vi-
rus, concluyendo que los complejos depositados estdn compuestos por
viriones de LOM e inmunoglobulina G del ratén. Por otra parte ei virus
eluido de estos complejos resultd infecciosé.(56,57)

Con posterioridad, se intentd discernir si las alteraciones pato-
l6gicas observadas en rifibn eran mediadas por los complejos inmunes

solamente, o debidas a injuria viral directa. Con este fin Lehmann-Gru
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be, intentd la bisqueda de ratones persistentemente infectados libres
de complejos inmunes. Examinando ratones domésticos que eran portado-
res de segunda generacidn, es decir, descendientes de ratones que ha
bian sido persistentemente infectados por inoculacién de homogeneiza
do de 6rganos de ratén portador salvaje. A los 12 meses, los ratones
fueron sacrificados y los exdmenes inmunohistoldgicos de rifion , ple
xo coroideo, piel, higado, bazo, y sistema nervioso central, demostra
ron que no existian complejos inmunes, ni cambios patolégicos en el
100% de los animales estudiados. Los titulos virales obtenidos de mues
tras de sangre y tejidos, fueron similares a los titulos de ratones
adultos endocriados o exocriados,persistentemente infectados por ino
culacién neonatal con cepas de LOM de laboratorio, muchos de los
cuales desarrollaron enfermedad por complejos inmunes.(85)

Estos resultados demostraron que el virus no causa destruccién
citopdtica de células, ni alteraciones funcionales, sino que la pato
logia observada es producto exclusivo de los complejos inmunes.

Otros dos hechos para remarcar en el ratén 'carrier' son:

1) La existencia en forma variable, pero frecuente, de un gran
nimero de antigenos libres, como se demuestra por métodos inmunohis-
toquimicos.

2) La constancia de virus en los tejidos, estableciendose un ti-
po de estado estacionario entre la pérdida de virus debido a la excre
cién o decaimiento natural y la produccién viral.

De estos dos hechos surgen dos interrogantes principales:
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¢ Qué factor(es) media(n) la proteccién de las células que no se
presentan infectadas, contra el virus infeccioso?

¢ Como se regula el nivel estacionario del virus en el huésped ?

Las respuestas a estos interrogantes estdn todavia en el campo de
la especulacién, y las hip6tesis, aunque variadas, se pueden resumir
en la combinacién de los siguientes factores:

- existencia de particulas PI

- efecto de un factor genético de resistencia

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

paso de sintesis viral.

Otras causas contempladas podrian ser, como se lo ha demostrado,
que distintos tejidos del ratén soporten preferencialmente la repli-
cacién de variantes virales. Estas variantes son conocidas por su ca-
pacidad de interferir con cada una de las otras, y asi contribuir a
la regulacién. El interferdn, por otro lado, pareciera no tener nin-
gin rol, por la simple razén que no es posible detectarlo en ratones
""carrier'.

Ademis, en la respuesta del ratén a la infeccién con LOM es im-
portante las caracteristicas genéticas de la cepa de animales utili-
za&os. Por ejemplo, la cepa de ratones usada por Oldstone y Dixon,
produce anticuerpos rapidamente, aunque los mismos no eliminan la vi-
remia. También sufren enfermedades immunes tempranas y muy severas,
mientras que los animales utilizados por Mims y Traub en 1939, fueron

la otra punta del espectro .
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Existen evidencias de que la respuesta immune por la inoculacién
de LCM, asi como, la susceptibilidad a la enfermedad inmunopatolégica

estd asociada con el locus mayor de histocompatibilidad H-2. (28)

INFECCION AGUDA DEL RATON ADULTO

La infeccidén del ratén adulto con LOM resulta en una patologia
con sintomas neuroldgicos agudos. Aquellos que se recuperan, eliminan
el virus del organismo, con desarrollo de una respuesta inmumne protec
tora.

Los estudios histolégicos de los ratones agudos, demuestran la
existencia de importantes infiltrados meningeos, que causarian la sin
tomatologia neurolégica, a través de un efecto de presidén o a causa de
la presencia de una sustancia téxica presente en el infiltrado.(74)

Esta idea fue completada mis tarde por Hotchin en 1958, cuando
propuso que el virus L(M es solamente patdgeno para el ratén si este
responde inmunolégicamente a la infeccién, dado que es capaz de iniciar
una infeccién persistente inaparente cuando existe tolerancia inmunolé-
gica en estos animales.(31)

Estos hechos permiten inferir, que tanto la enfermedad letal como
la infeccidn tolerante persistente, dependen de la aparicién de nuevos
antigenos sobre la superficie celular. Estos antigenos inducidos por
el virus, estimularian un conflicto inmunolégico en el ratén adulto
(dirigido a la eliminacién del patégeno) o se iniciaria la tolerancia
inmunolégica en el ratén recién nacido, lo cual permitiria por otro la

do, que el virus pueda mantener una infecci6én sin manifestaciones cli-

nicas.
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El concepto de enfermedad inmune para la infecci6én aguda del ra-
tén con LM, estd apoyada por la prevencidén en forma completa de la
enfermedad mediante el uso de cortisona, radiacién X, timectomia, in
munosupresores quimicos,y sueros antilinfocitos y antitimocitos.

Por lo tanto, los eventos bdsicos de la patogénesis de LM, re-
sultan de la eleccidén entre las posibles alternativas de réspuesta
inmune que puede desarrollar el huésped. En consecuencia, dependeri de
si esta respuesta es positiva, o sea inmunidad activa con supresidn
de virus, o negativa, como es el caso de la tolerancia o parilisis in
munoldgica.

Existen sin embargo, argumentos encontrados con el concepto am-

plio de Burnet y Fenner, de tolerancia immunoldgica para la infeccién

con LOM. Esta alternativa liderada por Oldstone, propone la existencia
de una "tolerancia dividida". Esta posici6n esta sustentada en la exis
tencia de anticuerpos contra los principales componentes virales, for-
mando parte 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 antilinfocitico o antitimocitico, en los que se
encuentran altos titulos de anticuerpos fijadores de complemento e in-
munofluorescentes, pero no neutralizantes. Ademds, bajo estos trata-

mientos se establecen infecciones persistentes, marcando claramente

.que la respuesta humoral no previene la viremia, y que la supresién vi

ral s6lo ocurre como resultado 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 cuando el virus ha
sido suprimido, o sea , meses después de la infecci6n. Todo esto llevd
a postular la existencia de una ''tolerancia dividida', en la que el
compartimiento inmunolégico B o humoral, seria reactivo. (56)

Por lo tanto, se puede concluir que la alternativa de que un ani-
mal adulto infectado muera o se recupere, se debe al balance entre
dos factores interdependientes:

1) la existencia de las modificaciones inducidas por el virus so
bre la superficie de las células de los 6rganos considerados blanco .

2) la eficiencia del proceso de induccién irmune, que llevari a
la generacidén de linfocitos T efectores, que removerian y destruirian
las células modificadas.

Como ya se expres6 anteriormente, el Gltimo punto es tal vez la
piedra angular del mecanismo de prevencién de la enfermedad en los ani
males ''carrier' (congénitos o recién nacidos), o sea la inhibicién de
la respuesta inmune de los linfocitos mediada por virus. Numerosos ais
lamientos han demostrado pequefias cantidades de virus persistiendo en
el sistema reticulo-endotelial, lo que podria causar el citado efecto.

Lehmann-Grube ha postutado un mecanismo por el cual el virus in-
fecta éspecificamente a los linfocitos T programados en su contra, a
través de receptores especificos. Este proceso llevaria a la destruc-
cién temprana de los clones de linfocitos T, impidiendo su amplifica-

cidn y posterior respuesta. Esta teoria fue fundamentada sobre la base
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de que las células T de ratén lactante pueden ser infectadas por LQM,

mientras que las mismas de ratén adulto son refractarias a la infec-

cién. (67)

VIRUS JUNIN

La poblacién rural del centro de nuestro pais, esta expuesta des
de hace aproximadamente 30 afios a una enfermedad infecciosa endemo-epi
démica de etiologia viral, llamada Fiebre Hemorrigica Argentina (FHA),
mis comunmente conocida como ''mal de los rastrojos'.

La sintomatologia clinica se caracteriza por hipertermia, con al-
teraciones hematolégicas, cardiovasculares, digestivas, renales.y neu-
rolégicas.

La mayoria de los pacientes se recuperan de la enfermedad, pero
aproximadamente el 15% muere.

Si bien esta nueva enfermedad tenia antecedentes como tal desde
1953, se supone que los primeros brotes se produjeron en 1943, siendo
enmascarados por otras enfermedades de sintomatologia similar.Pero fue
en 1958, en que simultaneamente los grupos del Dr Parodi y del Dr. Pi-
rosky, aislaron el virus a partir de sangre y Organos de pacientes in
ternados en el Hospital Regional de la ciudad de Junin, nombre con que
se denominS al virus. (60,65)

La relacién biunivoca, enfermedad-agente etiol6gico, se establecid
en base al aislamiento del virus, lo cual se consiguic al hallar anima-
les sensibles para la propagacién del mismo, deteccién de anticuerpos

especificos contra el virus en sueros de convalecientes y por la ino-



-43-

culacién voluntaria en humano. Este Gltimo experimento, reprodujo la
enfermedad natural, y posteriormente se pudo recuperar el agente cau-
sal de la sangre del voluntario.

Los casos de FHA registrados hasta 1958 provenian de un irea
relativamente pequefia de la pampa himeda del noroeste de la provincia
de Buenos Aires (16.000 kmz). Posteriormente, la regién endemoepidémi
‘ca se extendid afo a afio, llegando en la actualidad a 100.000 kmz.
(42) (ver figura 2)

La expansidén del drea endémica, implicd el consiguiente aumento
en el nimero de habitantes expuestos a la infeccién, llevandolo de
25.000 en 1958 a mids de 1.000.000 de habitantes en 1982.

La mayor parte de los pacientes son trabajadores rurales, es-
pecialmente aquellos que desempefian sus tareas en campos cultivados
con maiz, sorgo o girasol. Por otro lado, la &poca de cosecha de es
tos cereales, coincide con los picos epidémicos de la enfermedad , en
tre abril y junio, que ademis concuerda'con una mayor densidad de roe-
dores, especialmente del género Calomys, en las mismas 4reas rurales.
(75,87)

Los estudios realizados para determinar los reservorios naturales
del virus, condujeron al aislamiento del agente infeccioso a partir de
acaros y roedores de la zona endémica. (59,61,76) Posteriormente, no
se pudo demostrar la importancia de un artrdpodo como vector en la
transmisién del virus desde el reservorio roedor al hombre.

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

y Sabattini (75,76), se demostré 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 Junin. Si bien el virus se ais-

16 a partir de tres especies (Akodon azarae , Calomys laucha y Calo-

mys musculinus), la Gltima especie demostrd ser la mis importante en

la cadena epidemioldgica, dado el elevado nimero de aislamientos, po-
sitivos obtenidos a partir de dichos animales. Otro hecho que sefiala.
a esta especie, es su dominancia numérica sobre las otras dos men-
cionadas.

Kravetz y col, han realizado importantes aportes en este Gltimo
aspecto, o sea, la ecologia y el control de los roedores involucrados
en la FHA. Estos estudios demuestran que la fauna de la zona endémi-

ca, presenta distintas especies de cricétidos (Akodon, Oryzomys y Ca-

lomys). Si bien, las especies del género Akodon son las mids abundantes
en ambientes estables, la actividad agricola, con las modificaciones
edaficas que ella involucra, determina la destruccién de cuevas y va-
riaciones en el habitat natural, que afecta fundamentalmente a dicho

género. Estas modificaciones ecoldgicas permiten que en los campos cul

tivados se seleccione con mayor facilidad la especie C. musculinus,
que es la que tiene mayor capacidad de incremento poblécional, quedan-
do las otras especies relegadas a los bordes de dicho hdbitat, que se
mantienen estables. (36)

Este fendmeno, asi como . la elevada susceptibilidad del C.mus-
culinus a contraer infecciones persistentes - con virus Junin, lo han
sefialado como el principal reservorio natural del virus.

Otro estudio similar, realizado en la Provincia de Cdrdoba, por
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Sabattini y col., demostrS que el género C. laucha era numéricamente
dominante en la estructura de la comunidad de roedores. Este hecho,
juntamente con los elevados titulos de virus obtenidos de isopados
bucales de estos animales, hacen pensar en este género como una alter

nativa o segundo reservorio respecto del C. musculinus.

Los conocimientos sobre la relacién virus-huésped, han tenido en
el equipo de la Dra. Sabattini los principales aportes, y estan basa-
dos fundamentalmente en el esclarecimiento de los aspectos ecoldgicos
y biolégicos, que influencian el mantenimiento del virus en la natura
leza. Especialmente se han estudiado los aspectos relacionados con las
vias de eliminacién y transmisién del virus entre los roedores, mis
que aquellos relacionados con los mecanismos Intimos que determinan la
persistencia viral en el organismo del huésped.

Los estudios realizados,se han basado en experiencias de captura,
liberacién y recaptura, y por inoculacién experimental de cricétidos
libres de virus.

Con el objeto de establecer la importancia de las vias de elimi-
nacién viral, se estudiaron muestras de orinas e isopados bucales de
roedores atrapados en el drea endémica. Se detect6 viruria solamente

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

viral a partir de isopados bucales, fueron positivos en un nimero im-
portante de animales pertenecientes a cuatro especies distintas (C.

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

(76) . Ademds se observé que los animales crénicamente infectados pre-
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sentan viremias persistentes.

Trabajos previos de la misma autora, demostraban que la propor-
cidon de aislamientos positivos a partir de sangre, 6rganos o isopa-
dos bucales, tiene inportantes variaciones en su efectividad segin
la época de captura de los animales, siendo la mis 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 dedicé es-

pecial interés al estudio viroldgico de los 6rganos, dado que se
habian encontrado altos titulos de virus en los cerebros de anima-
les que no presentaban viremia al momento de la captura, demostrando
""a priori", un balance entre la capacidad del virus para replicar

en el roedor y la habilidad de la respuesta inmune para clarificar-
lo.

Los experimentos realizados con A. azarae adultos, inoculados
por via i.p. o i.c., tuvieron resultados negativos tanto en los in-
tentos por detectar virus en sangre u 6rganos, asi como, antigenos
fijadores de complemento. Los estudios serolégicos demostraron la pre
sencia de anticuerpos fijadores de complemento a partir del dia 10
p-i.. (76)

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

vieron resultados similares a los anteriores, aunque la respuesta de

-anticuerpos fijadores de complemento fue un poco mis tardia (30 dias).
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Tambien se realizaron inoculaciones experimentales en.el género
A. obscurus. Con este modelo, se obtuvo una respuesta humoral tempra-
na, pero la eliminacién de virus por saliva, asi como, la presencia
de viremia, fue en casi todos los ejemplares estudiados negativa. Por
otro lado, los conecimientos de la infeccidén natural de esta especie
con virus Junin no son suficientes, dado que son muy raras las captu
ras de estos animales.

Los resultados obtenidos con la inoculacién experimental de C.mus-
culinus neonatos, demuestran el alto potencial de la especie como re-
servorio del virus Junin. Si bien los experimentos se realizaron con
un ndmero pequefio de animales, '1la mayoria de ellos presentaron virus
en cerebro, sangre e hisopado bucal.

La importancia de las glandulas salivales como 6rgano blanco de
la multiplicacién viral, quedo demostrado definitivamente en un tra-
bajo realizado por Martinez Peralta y col. (43,44)

El estudio se realizé analizando los &rganos de C. musculinus in
fectados naturalmente en cautividad, por contacto con animales previa-
mente infectados por via i.n..

Sobre seis animales estudiados, dos desarrollaron viremias croéni-
cas y bajos titulos de anticuerpos fijadores de complemento. Ademas
presentaron altos titulos de virus en glandulas salivales.

Los estudios de microscopia electrdnica, demostraron la existen-
cia de particulas virales en glandulas salivales, cerebro y hepatoci-
tos aislados. El resto de los animales presentaron viremias leves so-

lamente en los primeros momentos de la infeccidn y todos ellos desa-
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rrollaron anticuerpos fijadores de complemento.

Los estudios realizados para determinar las vias de transmisién,
demostraron que la transmisién horizontal por contacto directo es la
mds importante. No se observé infeccidn congénita, y solamente se

observé transmisidén vertical post-natal. (76)
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2. OBJETIVOS

Los estudios realizados para combatir la FHA, estdn dedicados
fundamentalmente al desarrollé de vacunas que prevengan la enfermedad.
Si consideramos, que la cadena epidemiolégica de la enfermedad esta
constituida por dos eslabones principales: el hombre y el Calomys mus-
culinus (reservorio natural), se observa que poco o nada se ha hecho
para cortar dicha cadena al nivel del eslabdn roedor.

La idea que fundamenta este trabajo de tesis, es el estudio de

la infeccidén persistente del Calomys musculinus con virus Junin, en

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

lizados a campo.

Con este fin, se propuso un sistema experimental basado en 1la

inoculacién del Calomys musculinus con la cepa atenuada XJ Cl; de

virus Junin.

El objetivo principal, es la caracterizacién de la respuesta per
sistente del cricétido infectado, esperando que los resultados de es-
ta investigacién puedan contribuir a la lucha contra la enfermedad.
Adem3s, se intentara obtener informacién que ayude a la comprensidn
de los fendmenos de persistencia viral "in vivo'", y poder convertir
este sistema en modelo de infeccidén crénica; aportando conocimientos

de implicancia bioldgica de caracter primario.
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MATERIALES Y METODOS

Virus
Virus Junin:
Se utilizé la cepa atenuada de virus Junin denominada XJ Cl3 (8),
mantenida en el laboratorio por pasajes en cerebro de ratdén blanco.
La cepa fue utilizada en el pasaje 13 posterior a su clonado, con
8

un titulo aproximado de 10~ UFP/ml en células Vero.

Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV)

Se trabajo con la cepa Indiana. Los stocks se prepararon en cé-
lulas Vero o L. Se cosechd el virus del sobrenadante de los cultivos
a las 24 hs p.i.. Los titulos fueron del orden de 108 UFP/ml en cé -
lulas Vero.

Animales

Calomys musculinus

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

colonia establecida en nuestro laboratorio en el afio 1980. La misma fue
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 caracterizacién citogenética, bioquimica y de pardmetros mor-
fométricos de la colonia, fueron realizados por D' Aiutolo y col (11),
confirmando que los cricétidos pertenecian a la especie Calomys mus-

culinus.

Los cricétidos se crian actualmente en el bioterio de Microbiolo

gia de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA.
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Los apareamientos se efectdan en forma exogémica, de fo}ma de
imitar las condiciones naturales de reproduccién de este roedor.

Los intentos de iniciar una cepa endocriada, no han superado
la cuarta generacién, tras la cual no se ha podido obtener apareamien
tos exitosos.

Se ha establecido que el periodo de gestacién es de 20 a 21 dias
y que el tiempo Optimo de destete de las crias, no debe superar los
23 dias.

El plantel de animales, se ha organizado siguiendo las normas
utilizadas en el bioterio del Instituto Nacional de Farmacologia para
otros roedores. Se tienen dos planteles de produccién, uno monogamico
que provee los animales que enriquecen la colonia, y otro poligamico
de donde se obtienen los animales para experimentacién.

Se ha notado que estos cricétidos son muy sensibles a cambios té£
micos, asi como, a elevados niveles de ruido, lo que se traduce en una
disminucién de la produccién de crias. 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, asi como, tratar de minimizar los
ruidos externos al recinto.

La colonia es controlada periédicamente para descartar posibles
infecciones persistentes con virus Junin o LOM. Con este objeto se
sacrifican animales elegidos al azar, y se toman muestras de sangre
y encéfalo. Estas muestras. son homogeneizadas e inoculadas en ratones

lactantes o adultos por via i.c.. Asi mismo, se realizan pesquisas de
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anticuerpos neutralizantes anti-virus Junin en los sueros de los mismos

animales.

Ratones

Se utilizaron ratones albinos, cepa OFI’ de 24 - 48 hs de vida pa-
ra aislamientos y titulaciones de virus, y ademds para la preparacién
de los stocks de virus Junin.

Cultivo de tejidos

Células Vero

Se utilizé la linea continua proveniente de rifion de mono verde

africano, Cercopithecus aethiops, denominada Vero.

La 1linea fue mantenida por repiques semanales.en medio MEM(medio
esencial minimo de Gibco), adicionado con 5% de suero de ternera inac-
tivado, y 50 ug/ml de gentamicina.

Esta 1linea se usé para preparar los stocks de virus en cultivo de
tejidos, y para la titulacién de los materiales en estudio por el mé-
todo de unidades formadoras de placas bajo agar. Se la empled entre los
pasajes 150 y 200. 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 interferén en los animales infec-
tados, se utilizé la linea continua de fibroblastos de ratén L-929, da
da su sensibilidad al interferdn de dicho animal.

La 1linea se mantuvo por repiques cada 3 o 4 dias, utilizando me-

dio MBM suplementado con 10% de suero de ternera inactivada, y 50% ug/ml

de gentamicina.
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3.4. Preparacidén de stocks de virus Junin

a) En cerebro ratén blanco

Ratones albinos de 24 a 48 hs de edad, fueron inoculados por via
i.c., con 0,02 ml de medio de cultivo que contenian 103 dosis letales
50% para ratén (DLSO) de virus Junin.

Los animales inoculados, se sacrificaron por decapitacién al 7°
dia p.i.. Se cosecharon los cerebros, con los que se prepard un homo-
geneizado al 10% p/v en una solucién tamponada de fosfatos (PBS) iso-
ténica de pH 7,4, suplementada con 10% de suero de ternera.

La suspensifén se centrifug6é a 10.000g, durante 45 minutos, uti-
lizando el sobrenadante como fuente de virus. Todo el procedimiento
se realizé a 4°C.

El stock se fraccioné en alicuotas de 0,5 ml y se almacend a
-70°C, determindndose su infectividad por el método de unidades for-
madoras de placas bajo agar y/o dosis letal 50% para ratén blanco.

Por otra parte, se comprobd la esterilidad bacteriolégica, antes
y después del proceso de fraccionamiento, sembrando 0,2 ml de muestra
en caldo tioglicolato y caldo nutritivo.

b) En células Vero

Células Vero en confluencia, se inocularon con virus Junin con
una multiplicidad de infecci6én de 0,1 UFP/cél. Se dej6 adsorber duran-
te 1 h a 37°C, con agitacién periddica. Luego se descart$ el in6culo
y se cubrieron las monocapas con medio de mantenimiento. Como fuente

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 fraccion6, almacend y controlé su esterilidad,
como se explic6é en el punto anterior.

Procesamiento de las muestras de sangre y suero

Los animales fueron sangrados a través del plexo venoso re-
tro-orbitario inmediatamente antes del sacrificio.

La sangre obtenida, se fraccion6 en 2 alicuotas. Una de ellas,
se almacené a -70°C, para los posteriores estudios de viremias. La ali-
cuota restante, se mantuvo a 4°C durante 24 hs, luego se centrifugé
a 2500 g por 15 min.y:se recogi6 el.sobrenadante. El suero, asi ob-
tenido, se fracciond y se conservé a -20°C, para su utilizacién en
los estudios seroldgicos.

Estudios seroldégicos: Prueba de neutralizacién

Estos estudios se llevaron a cabo utilizando la técnica de
neutralizacién, 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 dilucién
conveniente para cada muestra ensayada.

Posteriormente, se mezclaron volumenes. iguales.de virus Junin
(conteniendo 1000 UFP/ml),con las diluciones de suero a ensayar. Yy
se incubaron 1h a 37°C. Simultdneamente, se incubaron mezclas contro-

les, de virus con suero de C. musculinus sin infectar.
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Al finalizar el periodo ae neutralizacién, se midié 1la in-
fectividad residual por el método de titulacién de unidades forma-
doras de placas bajo agar.

Los titulos de los sueros se expresaron como la inversa de
la mixima dilucién que reduce el 80% de las placas respecto del con-
trol.

Aislamiento y titulacién de virus

Las muestras de 6rganos (cerebro, rifibn, corazdn, pulmén,
adrenales, timo, glandulas salivales, bazo, ganglios linfaticos,
higado y pancreas) de los distintos animales que fueron utilizados
para aislamiento y titulacién viral, se homogeneizaron al 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 frio. Los sobrenadantes se fraccionaron y fueron conserva
dos a -70°C hasta su utilizacién.

Los aislamientos virales se realizaron inoculando ratones
albinos de 24-48 hs, por via i.c. con 0,02 ml de la muestra. Los ani
males se controlaron durante 21 dias, registrandose la morbimortalir
dad.

Los aislamientos fueron considerados positivos, cuando los
ratones presentaban’ los ‘signos-neurolégicos caracteristicos de la
encefalitis producida por el virus Junin (lateralizacién de la mar-
cha, par2lisis y muerte)

Las titulaciones de virus, se realizaron utilizando alterna-



-57-

tivamente los siguientes métodos:

a) Unidades formadoras de placas bajo agar

Se utilizé el método de Damonte y Coto (12), con algunas modi-
ficaciones.

Monocapas confluentes de células Vero, crecidas en botellas de
15 cc de capacidad, se infectaron con diluciones decimales crecientes
del material al titular. El volumen inoculado fue 0,2 ml/botella, el
que se dejé adsorber durante 1h a 37°C, con agitaciones periddicas.
Luego se descartaron los indculos, y las monocapas se cubrieron con
3 ml de medio nutritivo. Se dej6 solidificar el medio a temperatura
ambiente, y posteriormente las botellas se incubaron invertidas a 37°C
por un periodo de 7 dias; finalmente las células se fijaron con for-
mol al 10% durante 30 min, y se descartd la capa de agar lavando
suavemente con agua corriente. Las monocapas asi fijadas, se tiiieron
agregando una solucién de cristal violeta al 1% que se mantuvo duran-
te 15 min, lavandose 2 veces con agua corriente, dejando escurrir
antes de contar las placas.

Se utilizaron 2 botellas'por dilucién, y los titulos se calcu-
laron en base a la siguiente férmula:

Titulo (UFP/ml)= .N- /. V x D
siendo N= nimero promedio de placas

volumen del imdéculo

V

D= dilucién inoculada

El medio nutritivo usado para cubrir las células es el siguiente:
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volumenes iguales de agar 2% en agua bidestilada y medio MEM adiciona-
do con 5% de suero fetal bovino inactivado.

b) Dilucién al punto final

Se efectud inoculando ratones blancos (cepa OF1) de 24 - 48 hs,
con 0,02 ml de diluciones seriadas al décimo de la muestra a titular,
por via i.c.

Se utilizaron lotes de 9 ratones por dilucién. Estos animales
se observaron durante 21 dias, registrando la aparicién de sintomatolo
gia tipica producida por virus Junin.

Los titulos se expresaron en DLSO/ml, calculandolos por el
método estadistico de Reed y Muench. (71)

Estudios anatomopatolégicos e inmunohistoquimicos

Con el objeto de investigar lesiones en los distintos Organos

de los C.musculinus infectados, asi como, antigeno viral en los mismos,

se practicaron estudios anatomopatolégicos e inmunohistoquimicos, que
fueron realizados por los Dres. Rubén P. Laguens y R. Martin Laguens,
de la Catedra de Patologia II, de la Facultad de Ciencias Médicas de

la Universidad de La Plata.

Para observar los tejidos al microscopio de luz, los 6rganos
fueron fijados en solucién de Bouin, incluidos en Paraplast y colorea
dos con Hematoxilina Eosina, siguiendo los procedimientos habituales.

Para detectar antigenos virales, se tomaron muestras sin fijar
qué fueron congeladas en OO2 y cortadas a 4 um en un criostato. Los cor
tes fueron incubados con suero humano,proveniente de un paciente con-
valesciente de FHA, con un indice neutralizante de 6 logaritmos. Luego

los cortes fueron lavados y tratados con suero de cabra anti-inmunoglo-
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bulinas totales humanas, marcado con isotiocianato de fluoresceina de
origen comercial (Cappell Laboratories, Cochranville, Pa.). Los cortes
fueron examinados en un sistema de epiiluminacién Leitz, con lampara
de halégeno y con un filtro K-510.

Como control se incubaron cortes alternados con suero humano
no inmune o bloqueando la reaccifén con sueros anti-virus Junin de co-
bayo, antes de la aplicacién del.suero humano inmune.

Esquemas experimentales

Los diferentes esquemas experimentales seran detallados en la

seccidn resultados.

. Caracterizacién de las poblaciones virales presentes en C. musculinus

infectados con virus Junin

Determinacién de variantes termosensibles

Los homogeneizados de cerebro o gliandulas salivales de C.muscu-
linus con aislamiento positivo en ratdn lactante, se titularon por for-
macién de placas bajo agar en células Vero, a 37°C y 40°C simulténeameg
te.

Con los titulos obtenidos se calculé la eficiencia de plaqueo

(EDP), como la relacién:

titulo a 40°C / titulo a 37°C = EDP

Se considerd que la noblaci6n viral estudiada tenia caracteris-

ticas ts, cuando presentaba EDP menor a 0,1.

Como control se titul6 el stock de virus parental a ambas tem-

peraturas.
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3.10.2. Determinacién de vatiantes seroldgicas

Se realizaron ensayos de neutralizacién enfrentando el suero
de un animal persistentemente infectado, con la poblacién viral ais-
lada del cerebro o gliandulas salivales del mismo animal. Al mismo
tiempo, se determind el titulo de anticuerpos neutralizantes de di-
cho suero con el stock de virus Junin parental.

La metodologia operativa se detalld en la seccibn 3.6.

. Obtencidn de clones virales

Con el objeto de obtener poblaciones genéticamente puras se
utilizé la técnica de clonado viral.

Monocapas de células Vero infectadas con las muestras de virus
a clonar, se procesaron por el método de unidades formadoras de placas
bajo agar, como se detalldé en la seccidén 3.7.. Las muestras se inocu-
laron suficientemente diluidas, de forma de evitar superposicién de
placas.

A los 6 dias p.i. se agregé a cada monocapa 2 ml de una mezcla
de agar 2% y rojo neutro 1:2000 (concentracién final). El colorante se
dej6é difundir 24 hs a 37°C en oscuridad.

A los 7 dias p.i. se observaron y marcaron las placas a clonar.
Con pipeta Pasteur se pic6 el agar y se resuspendié en 0,5 ml de medio
de mantenimiento. Luego de 1 h a 4°C, el material resuspendido se ino-
culd por duplicado en monocapas de células Vero crecidas en tubos de

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

g6 medio de mantenimiento y se incubd un tubo a 37°C y su duplicado

a 40°C.
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Los tubos fueron observados diariamente y al desarrollarse accibén ci-
topatogénica se cosecharon los sobrenadantes y se congelaron a -70°C.
Posteriormente estos materiales fueron titulados por unidades forma-
doras de placas bajo agar.

3.12.Fraccionamiento subcelular

El procedimiento se realizé siguiendo la técnica descripta por

Coto y col.(9)

Los cerebros de C.musculinus se lavaron con solucién fisiolé-

gica , se suspendieron al 33% en solucién de sacarosa 0,32M pH 7,4,
y se homogeneizaron con un mortero manual.

El esquema de fraccionamiento fue el siguiente:

Homogenato + alicuota para ensayar interferencia
I (apei)

centrifugacién a 800xg, 10min

sobrenadante sedimen e llevé a volumen con

y S
sacarosa 0,32 M pH 7,4 y se reho-

mogeinizd
centrifugacién a 800xg, 10 min

sobrenaddante Sedimento de niicleos (apei)

centrifygacién 11.500xg, .20 min
sobrenadante sedimento, se llevé a volumen con

sacarosa 0,32 M pH 7,4 y se lavé

‘
centrifugacién 11.500xg, 20 min

sobrenadante Sedimento de mitocondrias (apei)

centrifugacién 105.000xg, 30 min

sobrenA5j;:;_————___——-—__§Eaiﬁ§nto de miarosomas (apei)

cenfrig acién 105.000xg, 4 hs
ug_———___———-————__gaaiﬁbnto de la fraccién soluble

(apei)
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Las centrifugacionés a baja velocidad se realizaron en una
centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-20, las restantes se llevaron a
cabo en una ultracentrifuga Beckman L-2, rotor SW 27.

Todo el procedimiento se realizé a 4°C.

Las distintas alicuotas para ensayar interferencia (apei), se

almacenaron a -70°C hasta su uso.

. Ensayos de interferencia viral

La técnica utilizada para medir la actividad interferente vi-
ral de los diferentes materiales en estudio, se basaron en la obser-
vacién de la inhibicion de la produccién de placas del virus estan-
dar en cultivo de tejidos.

El nrocedimiento se realiz6 siguiendo la técnica descripta
por Help y col (23), con algunas modificaciones.

Monocapas confluentes de células Vero, fueron inoculadas con
diluciones decimales crecientes del material a ensayar. El volumen ino
culado fue 0,2 ml/monocapa , dejidndolo adsorber durante 1 h a 37°C con
agitaciones periddicas. Luego se descartd el inéculo y se lavé la mo-
nocapa con PBS pH 7,4 (1, 2 6 3 veces segin el experimento). Posterior-
mente se inoculd 0,2 ml de una dilucién de virus que contenia 590 UFP/ml,
dejando adsorber 1 h a 37°C con agitaciones periédicas. Se retird el
indculo y se procesé las monocapas siguiendo la técnica de unidades for

madoras de placas bajo agar.

Simultaneamente se infectaron cultivos controles con virus o

la muestra en estudio solamente.
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La interferencia se expres6 como el porcentaje del nimero de
placas producidas en la monocapa tratada con el material ensayado (I),
respecto del namero de placas producidas por el virus estdndar solo (E),
es decir:

% actividad interferente = I / E x 100

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

aproximadamente un 5%, lo cual equivale a una diferencia de t:S placas

cada 100.

. Tratamiento proteolitico de suspensiones de cerebros

Se mezclaron 0,8 ml de suspensi6én de cerebro al 1% y al 10%
(p/v) en PBS, con 0,3 ml de tripsina 1% en medio de cultivo sin suero.

La mezcla se incubd 1 h a 37°C y luego se agregaron 3 gotas
de suero bovino, incubando 15 min a 37°C, para inactivar la accién en

zimatica .

Posteriormente, se ensayd la actividad interferente de la mez-

cla como se describio en la seccién 3.13.

Como controles se incubaron mezclas de suspensién de cerebro

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

Tratamiento lipolitico de suspensiones de cerebros

Se mezclaron 1,8 ml de homogeneizado de cerebros 10% (p/v) en
PBS, con 0,2 ml de cloroformo durante 20 min con agitacién constante
a temperatura ambiente. Luego se centrifugd a baja velocidad y se colec
t6 la fase acuosa, diluyéndola diez y cien veces en PBS. Posteriormen-

te se ensayé la actividad interferente de ambas diluciones. La fase
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acuosa no fue utilizada sin diluir, debido a la toxicidad del cloro- .
formo disuelto en dicha fase; sobre las monocapas celulares.

Como control se rzalizaron mezclas de 1,8 ml de homogeneizado
de cerebros con 0,2 ml de PBS, sometiéndolas al mismo procedimiento
experimental que las muestras tratadas con cloroformo.

Obtencién de macrbéfagos peritoneales de C. musculinus

La obtencidn de macrdfagos peritoneales se realizd siguiendo
el procedimiento descripto por Gonzdlez y col (16), con algunas mo-
dificaciones.

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

60 dias de edad. El esquema experimental fue el siguiente:

' C.musculinus lactante o (adulto) ’

Esquema A Esauema B

-.inoculacién de almidén al 3% en PBS por
<::] via i.p..volumen=0,5 ml o (1,5 ml)
24 hs 24 hs
-.inoculacién de virus Junin por via i.p.,
0,2 ml conteniendo 4000 DL 0° (0,5 ml

conteniendo 100.000 DLSO)
48 hs 48 hs

5

= lavado del peritoneo de los animales,ino
culando 1,5 ml o (4 ml) de ME1 sin suero,
recolectando el exudado peritoneal en
tubos Leighton estériles, que se incu- [:C>
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
-infeccién con virus Junin. Multiplicidad Ei;)
de infeccién = 0,1 a 1 UFP/c€l.

~.Diariamente se registraron los cambios pro
ducidos en los cultivos y se cosecharon los
sobrenadantes para su posterior titulacién.

=
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Purificacién de interferén

Homogeneizados de bazos de C. musculinus al 10% en PBS, se cen-
trifugardn a baja velocidad para eliminar restos celulares. Los so-
brenadantes se sometieron a un procedimiento de rutina para probar
la presencia de interfer6n alfa.

Las muestras se acidificaron a pH 2 con ClH (0,1 N), y se man-
tuvieron en esas condiciones dufante 4 dias a 4°C en envases plds-
ticos. Posteriormente, los materiales se neutralizaron con HONa (0, 1N)
y fueron centrifugades a 100.000 g durante 1,5 hs. El sobrenadante
obtenido se ensay6 como interferén.

Determinacién de actividdd de interferén

Células L-929 crecidas en botellas de 15 cc de capacidad se in-
cubaron durante 24 hs con los sobrenadantes obtenidos en la seccidn

3.17, o con medio de manteniento como control. Luego se descarté 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 consideré actividad de interferdn positiva, cuando existia una

reduccién mayor o igual -al ‘80% del. nimero de placas presentado por

el control.
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4. RESULTADOS
4.1. CARACTERIZACION DE LA INFECCION EXPERIMENTAL DEL Calomys musculinus

1.

NEONATO
SUSCEPTIBILIDAD DEL C.musculinus A LA INFECCION CON VIRUS JUNIN.

INFLUENCIA DE LA DOSIS Y VIA DE INOCULACION

El objetivo de la primera parte de este estudio era establecer

infeccidn persistente en Calomys musculinus con virus Junin, para po

der definir en una segunda etapa sus caracteristicas.
Se tenian como antecedentes los estudios realizados por Sabatti

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

con cepas de virus Junin aisladas de la naturaleza, por via i.c. o
i.n.. Durante estos experimentos no se detectaron signos de enferme-
dad o nuerte, cualquiera fuera la via de inoculacién o edad del ani-
mal utilizado. Ademds se establecid que con dosis iguales o superio-
res a 103 DLSO’ se lograba establecer infeccién persistente en casi
todos los animales inoculados. Con dosis inferiores en cambio, 1la
respuesta fue variada, detectando en la mayor parte de los animales
conversién seroldgica por fijacién de complemento, pero no se pudo

aislar virus de sus organismos.

Tomando estos resultados como punto de partida se decidid reali-
zar un estudio preliminar de susceptibilidad a la infeccién, inoculan-
do cricétidos neonatos con distintas dosis de virus y por diferentes
vias, con la intencién de determinar las condiciones 6ptimas para el

establécimiento de uma infecci6én persistente.
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La via i.n. fue considerada la mis adecuada ya que era la que
mejor remedaba las vias naturales de infeccién; pero debido a los
problemas de manipulacién con animales tan pequefios,existe una gran
incertidumbre en la dosis real de virus que cada cricétido recibe,
por lo cual se descarté su uso.

En consecuencia, se decidié utilizar la via i.p., dado que si
bien no puede ser considerada una via de infeccién natural, era la
via menos artificial de que se disponia.

Por otro lado,la cepa atenuada XJ Cl3 de virus Junin elegida pa
ra realizar este trabajo, ha presentado historicamente un comporta-
miento altamente neurotr6pico €n todos los animales de experimentacién
utilizados en las investigaciones relacionadas con la FHA. Este hecho
sumado a que uno de los 6rganos blanco en la infeccién natural del

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

sidad de ensayar también la via i.c..

Grupos de aproximadamente 50 animales, entre 5 y 7 dias de edad,
fueron inoculados con 0,02 ml de medio de cultivo conteniendo 4000
DL50 de virus Junin, por via i.p. o i.c.. Los cricétidos inoculados
fueron revisados diariamente durante 3 meses, registrandose sintomas
de enfermedad o muertes. Los resultados se presentan en la tabla 1.

Comparando los resultados obtenidos por ambas vias se observa
que la incidencia de la enfermedad fue aproximadamente similar, pero
el porcentaje de mortalidad obtenido por la via i.c. fue ligeramente

superior al presentado por la via alternativa.
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Tabla 1

Respuesta de C. musculinus de 5 a 7 dias de edad a la inoculacién

con 4000 DL., de virus Junin por via i.p. o i.c.

50
Via N°® de animales $ animales $ animales
inoculados enfermos muertos
i.p. 59 83 54
i.c. 49 86 67

Por otro lado, aunque la via i.p. no refleja la via de entrada
del virus en la infeccién natural, se considerd oportuno realizar nues
tros estudios descartando la via i.c. por ser de caracter exclusivamen
te experimental.

Con el objeto de determinar la influencia de la dosis de virus so
bre la respuesta del cricétido a la infeccién, un grupo de 30 animales
de 5 a 7 dias de edad fue inoculado por via i.p. con 0,02 ml de medio
de cultivo conteniendo 400 DL¢, en 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 ambas dosis fueron si
milares, se decidid continuar los experimentos con la mayor de ellas

(4000 DL o Por via i.p.), dado que la misma era de igual magnitud que

5
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la menor dosis efectiva utilizada en las infecciones experimentales
con cepas virulentas (1000 DLSO)’ lo cual permitiria posteriormente

una mejor comparacién de los resultados.

SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musculinus DE DISTINTAS EDADES A LA INFECCION

CON VIRUS JUNIN POR VIA INTRAPERITONEAL

La enfermedad y ruerte de los animales inculados con la cepa
XJ Cl3 fue un resultado sorprendente dado que no exitia ninguna evi-
dencia anterior de que el virus Junin causara alguna patologia en
sus reservorios naturales.

Estos resultados plantearon la necesidad de investigar la suscep
tibilidad a la infeccién en funcién de la edad de los animales al
momento de la infeccién.

Con este 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 dias) fueron ino-
culados por via i.p. con 0,02 ml de medio de cultivo conteniendo 4000

DL50 de virus Junin.

Los cricétidos inoculados fueron revisados diariamente durante 3
meses, registrandose sintomas de enfermedad o muerte.

Los animales respondieron en tres formas caracteristicas, (ya pre-
sentadas por los cricétidos de 5 dias de los experimentos anteriores):

1) animales que no presentaban sintomas

2) animales que enfermaban y morian

3) animales que se recuperaban de la enfermedad
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Sin embargo, la respuesta cuantitativa de los animales a la in-
feccién varié segin la edad en el momento de ser inoculados.

Los resultados se presentan en la figura 3. Se observa que se de-
tectaron sintomas de enfermedad en todos los grupos de animales meno-
res de 11 dias; pero la incidencia de la enfermedad decrecid con el
aumento de la edad de los cricétidos al momento de la infeccibn, sien
do mixima para el grupo de 1 a 2 dias de edad (92 %), decreciendo
gradualmente hasta llegar a un 70% para el grupo de 8 a 11 dias de
edad.

La mortalidad se mostré también dependiente de la edad, siguien
do el perfil mostrado por la morbilidad. Los valores miximos se obtu-
vieron en el grupo de animales mis pequefios, alcanzando el 71 %, dis
minuyendo nosteriormente 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 20 dias de edad.

DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

Los sintomas clinicos de la enfermedad fueron fundamentalmente
neuroldgicos y de intensidad variable. Las primeras manifestaciones es
tuvieron caracterizadas por una disminuci6n en los reflejos y erizamien
to del pelo. Progresivamente los animales mostraron una acentuada la-
teralizacién en la marcha, acompafiada de temblores y/o convulsiones.
Estas manifestaciones fueron espontineas o provocadas por estimulos
externos, como por ejemplo después de someter a los cricétidos al "spin
test" (prueba que se realiza tomando el animal por la cola, haciendo-

lo girar boca abajo por unos segundos).
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FIGURA 3

MORBIMORTALIDAD DE C. musculinus INOCULADOS CON 4000 DLSO—QE VIRUS JUNIN

POR VIA I.P., EN FUNCION DE LA EDAD AL MOMENTO DE LA INFECCION.
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Durante las convulsiones, los miembros posteriores se encontra-
ban rigidamente hinerextendidos (figura 4 a y b). Llegado a este es-
tadio de la enfermedad se observaron dos evoluciones, muerte o recu-
peracion. En algunos animales la hiperextensién de los miembros tra-
seros se hizo permanente, no respondiendo mis a los estimulos exter-
nos, adoptando al morir una postura tipica con el lomo arqueado (fi-
gura 4b).

Otros animales en cambio, se recuperaron paulatinamente sin mos
trar sintomas aparentes, mientras que otros quedaron afectados pre-
sentando sus reflejos disminuidos o por el contrario hiperexcita-
cidn.

Otras caracteristicas observadas en animales recuperados o no,
fue su menor crecimiento,resnecto de animales hermanos inoculados
simultaneamente pero que no enfermaron, llegando esta diferencia a
manifestarse en una reduccién del peso corporal del orden del 50%.

El dia de aparicién de los primeros sintomas de enfermedad fue
denendiente de la edad de los animales al momento de la inoculacidn
(figura 5).

Cuando los cricétidos fueron infectados antes de los 5 dias de
vida, algunos animales mostraron sintomas alrededor del dia 6 p.i. y
otro grupo entre los dias 13 y 16 p.i. (figura 5 a y b).

La inoculacidén de animales entre S y 7 dias de edad presentd
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

B) C. musculinus hermano del cricétido

de la figura 4A, a los 21 dias p.1.
en un estadio previo a la muerte.
Se observan los signos tipicos de
la enfermedad, pelo erizado, lomo
arqueado y pardlisis del tren pos-

terior.

A) C. musculinus a los 21 dias p.i

(inoculado a los 3 dias de edad
por via i.p. con 4000 DL, de V.
mostrando hiperextensi6én de los
miembros traseros despu€s de se:

sometido al '"'spin test"
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(figura S c).

El grupo de C.msculinus de mayor edad susceptible a la infec-

cién , 8 a 11 dias de edad, present6 su mayor incidencia de morbili-
dad entre el 4to y S5to dia p.i. (figura 5 d).

La muerte de los animales estuvo siempre precedida por sinto-
mas neurolégicos. La mortalidad tuvo su mayor incidencia entre los
dias 20 y 22 p.i. nara todos los grupos , con la excenci6én de los
animales infectados entre 8 y 11 dias de edad, los que murieron en
mayor porcentaje alrededor del dia 30 p.i. (figura 5a, b, c, y d).

Resulta dificil explicar el comportamiento presentado por los
distintos grupo de animales. Posiblemente las diferencias observadas
sean el resultado de la interaccién de sistemas inmunes con distintos
grados de desarrollo y los mecanismos de diseminacién viral.

Como se puede observar en la figura 5, existe una clara tenden-
cia a disminuir la morbilidad en los animales inoculados alrededor
de los 5 a 7 dias de vida, y este hecho se podria correlacionar con

una mayor madurez del sistema inmune.

PATOGENESIS DE LA INFECCION

Frente a los resultados obtenidos, se decidi6 caracterizar la

infeccién aguda del C. musculinus neonato, con el objeto de com-

prender las nautas que derivardn en el establecimiento de una in-

feccidn nersistente.
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INFECCION AGUDA

£l estudio del estadio agudo de la enfermedad, se planted sobre
la base de los andlisis virolégicos, serolégicos y anatomopatolégicos
realizados sobre un grupo de 90 animales inoculados con'4000.DL50
por via i.p. entre el ler y 3er dia de vida. Los cricétidos fueron
sangrados y sacrificados a distintos tiempos p.i..

AISLAMIENTOS VIRALES

En esta nrimera etapa de la infeccifn perinatal solamente se pu-
do rescatar virus a partir de cerebros y en forma mis esporidica de
glandulas salivales. Los demids Organos estudiados (rifién, corazén,
pulmbn, adrenales, timo, bazo, higado y pancreas) fueron rutinaria-
mente negativos.

La figura 6 muestra los titulos virales obtenidos a partir de
los cerebros de los animales sacrificados hasta el dia 30 p.i.

El virus se detecté a partir del dia 6to p.i., en titulos del
orden de 103 DLSO/ml' Los valores miximos se obtuvieron alrededor del
dia 11 p.i., en el orden de 107'DL50/ml, coincidentemente con la apa-
ricién de viremia y de sintomas neuroldgicos (figura 5). Luego los
valores descienden distribuyendose desde valores del orden de 106 DL50
hasta 10 DLSO/ml.

El anidlisis 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 titulos de virus aln hasta el
dia 30 p.i.(momento a partir del cual se los considera persistentemen
te infectados), otros animales presentan aislamientos negativos. Estos

(1timos, pertenecerian al grupo de animales que cursan la etapa aguda
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FIGURA 6

AISLAMIENTO DE VIRUS JUNIN A PARTIR DE CEREBROS DE C. musculinus INFECTADOS

PERINATAIMENTE POR VIA I.P. Y SACRIFICADOS EN LOS PRIMEROS 30 DIAS P.I.
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en forma asintomitica y que posteriormente estaran inmunizados al vi-
rus Junin, como se describird mds adelante.

Los intentos de aislamiento de virus a partir de glandulas
salivales fueron negativos hasta el dia 20 p.i.Posteriormente se ob-
tuvieron resultados positivos, aunque en un bajo porcentaje de las
muestras estudiadas. Los titulos obtenidos fueron del orden de 10
DLSO/ml’

Los estudios viroldégicos realizados sobre muestras de sangres
demostraron que el 50% de los animales inoculados presentaban vire-
mia, tuvieran o no sintomatologia clinica al momento del anilisis.

La tabla 2 resume los casos de viremias positivas, los cuales
se comenzaron a detectar a partir del dia 6to p.i., con titulos mid
ximos alrededor del dia 13 n.i.

La viremia se clarificé en la mayoria de los casos alrededor
del dia 30 p.i., coincidentemente con la presencia de anticuerpos
neutralizantes. En algunos animales estudiados mds alla del dia 30
p.i., que fueron sangrados peridédicamente,se pudo demostrar la exis-
tencia de viremias fugaces alin cuando tenian niveles altos de anti-

cuerpos neutralizantes.

ESTUDIOS ANATOMOPATOLOGICOS

Los estudios histoldgicos en animales clinicamente enfermos, de-

mostraron : meningoencefalitis con destruccién de grandes areas €e-

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
(log DLSO/ml)
6 2,35
6 2,45
1 2,94
1 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 mids severas se observaron en cerebros que presen-
taban destruccién de las sustancia gris y blanca. Asi mismo, se deter
miné la existencia de coroiditis e infiltrados nerivasculares. En las
cercanias de las dreas de necrosis se observaron macr6fagos y movili-
zacién de la microglia.

El cerebelo present6 una meningitis leve y un retraso en la mi-
gracién de las células granulares, con la consecuente atrofia lamelar
(figura 7).

En los animales anarentemente sanos, aquellos que no nresentaban
sintomatologia neurolégica, se observaron dos situaciones diferentes.
Algunos cricétidos mostraban un infiltrado mononuclear leve con prefe
rente localizaci6n perivascular; mientras que otros no presentaron le
siones.

Los estudios morfoldgicos realizados en los demds 6rganos no de-

mostraron alteraciones.

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA

Por técnicas de immunofluorescencia fue posible detectar antige-
nos virales en higado, tejido linfatico, pulmén, glandulas salivales,
y encéfalo a partir de los primeros momentos de la infeccién.

El tejido linfatico mostr6é fluorescencia nositiva en células con
morfologia similar a los elementos pertenecientes al sistema reticu-
lar-monocitico. Esta fluorescencia no fue intensa y se nudo observar
s6lo hasta el dia 11 n.i. en la totalidad de los animales examinados.

El higado presenté escasas células positivas en la luz sinusoidal

y sblo nudieron ser detectadas hasta el dia 14 p.i. en 2 de 10 anima-
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FIGURA 7
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7 A: Corte cerebelar de un animal control

Corte cerebelar de un cricétido-infectado con virus Junin, de la misma

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

migracién de las células granulares y atrofia lamelar.(HGE x 200).
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les estudiados.

El pulmén mostré escasas células septales con fluorescencia po-
sitiva entre los 3 y 9 dias p.i. en 2 de 7 animales analizados.

Las glandulas salivales mostraron fluorescencia en el borde a-
pical de las células acinares y en la luz de los conductos, reciémn
a partir del dia 20 p.i. en 4 de 10 muestras examinadas.

Por el contrario, el examen de encéfalo.por medios de esta. téc
nica mostré una intensa fluorescencia en neuronas corticales y en
los nicleos de la base en forma granular, asi como también, en pe-
nuefios vasos sanguineos de la corteza, en casi la totalidad de los
animales estudiados y desde momentos tempranos de la infeccién.

El cerebro mostré también fluorescencia positiva intensa en la ca-
pa granulosa, pero s6lo en 15 de 20 animales estudiados.
SEROLOGIA -

Con el objeto de establecer la cinética de aparicion de la res-
puesta inmune humoral, se intentd el dosaje de anticuerpos neutrali-
zantes circulantes'a partir de muestras de sangre obtenidas por pun-
cidén retroocular de los animales infectados.

Si bien el método de sangrado ha demostrado ser el mias eficien-

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

culinus menores de 39 dias (0,2 a 0,4 ml/animal). hizo imposible el

intento de dosaje de anticuerpos en muchas de las muestras obtenidas.
Sobre 35 animales sacrificados para este estudio, solamente

se obtuvieron 8 muestras con cantidades suficientes de suero para rea
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lizar las pruebas de neutralizacién.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3, donde se ob-
serva la aparicién temprana de anticuerpos neutralizantes, ya al dia
11 p.i., aunque no ha sido posible determinar su presencia con anterio
ridad debido a los problemas para implementar la técnica serolégica
con muestras de animales mds jovenes.

Resulta importante destacar que todos los animales estudiados en
este trabajo, asi como los utilizados en trabajos relacionados con el
con el presente, han tenido respuesta humoral positiva frente a la in-
feccidén con virus Junin.

Otro hecho 1lamativo, fue la presencia conjunta de viremia y anti-
cuerpos neutralizantes en el mismo animal. Este fendmeno estaria rela-
cionado con la patogenesis de la enfermedad y serd tratado en la dis-
cusién.

4.1.4.2. ROL DE LOS MACROFAGOS PERITONEALES (Mfp) EN LA INFECCION EXPERIMENTAL

DEL Calomys musculinus POR VIA i.p. CON VIRUS JUNIN

La inoculacién de C. musculinus con virus Junin por via i.p., es

~

seguida por una rapida diseminacién viral, con nroduccidén de encefali-
tis, a causa de la cual un porcentaje importante de los animales'muere.
Cuando esta misma inoculacién se practica en cricétidos adultos,
no se registra morbimortalidad. (figura 3)
El mismo fendémeno de resistencia a la infeccién por via i.p.en fun
cion de la edad se ha descripto para otros modelos virales, por ejemplo

Herpes simnle-ratén (25), Fiebre amarilla-ratén (101).
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TABLA 3

RESPUESTA HUMORAL DE C.musculinus NEONATOS INFECTADOS CON VIRUS JUNIN

DIA p.i. AISLAMIENTO DE VIRUS VIREMIA TITULO. DE ANTICUERPOS
DE CEREBRO NEUTRALIZANTES
1 + - 120°
13 + + 40
13 + + 120
17 + + 240
18 + + 720
23 + nh 320
26 + nh 320
28 + + 320

a: titulo de anticuerpos neutralizantes = inversa de la Gltima dilucién

de suero que inhibié el 80% del nimero de placas respecto del control

de virus con suero normal.
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Las evidencias acumuladas sugieren que la maduracién del macréfa-
go podria ser uno de los factores que contribuirian al fenémeno de la
susceptibilidad variable en funcién de la edad.

Adn asi, la informacién acerca del papel del macr6fago en la pato-
génesis o en la defensa de las enfermedades virales no es suficiente.

Por otro lado, el macréfago no cumpliria el mismo papel en todas
las infecciones virales. Mientras existen evidencias que demuestran
que estas células fagocitan y digieren virus (especialmente cuando es-
tdn acomplejados con anticuerpos)(46,73,78,86), otros trabajos han des
cripto la existencia de adsorcién, penetracién y muitiplicacién de al-
gunos virus en macréfagos. (46,73,86)

Los arenavirus y en particular el virus Junin, han demostrado te-
ner un tropismo linfo-reticular, tanto en sus huéspedes experimentales
asi como en los naturales.

Gonzalez y col(16), demostraron que Mfp de ratén blanco pueden
ser infectados in vitro con cepas virulentas o atenuadas de virus Ju-
nin, produciendo altos titulos de virus sin aparente dafio celular. O-
tra particularidad de los cultivos de Mfp infectados, fue su larga vi-
da in vitro respecto de cultivos controles sin infectar.

Ademas, el patrén de produccién de virus de los Mfp infectados,
fue similar al presentado por otros cultivos celulares infectados per-
sistentemente con virus Junin.

Estos hechos sefialan al Mf como posible blanco de la replicacién

viral en infecciones in vivo.
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En consecuencia, se intentd investigar la posible relacién entre
la susceptibilidad a la infeccién y el. Mfp como posible barrera inmu-
nolégica o como célula blanco de la infeccién.

Con este objeto se estudio la interaccién del virus Junin con Mfp

de C.musculinus neonato o adulto. El anilisis se plante6 desde dos

puntos de vista:

a) la infeccidén de cultivos de Mfp in vitro, que serviria para
establecer la susceptibilidad de estas células para ser infectadas en
ausencia del entorno inmunolégico que tiene en el organismo.

b) el estudio virolégico de los sobrenadantes de cultivos de Mfp
obtenidos de animales previamente infectados, demostrando asi su fun-
cién como barrera inmunolégica o como sustrato para la multiplicacién
viral.

Siguiendo los procedimientos descriptos en Materiales y Métodos,

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

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

sanos. Los exudados peritoneales que se obtuvieron de cada animal te-

6

nian entre 107 y 10° células, luego de la incubacién y lavados detalla-

doas anteriormente. el nimero de células adheridas al vidrio fue de

10% 2 4 x 10°

células .

Los cultivos obtenidos de animales sanos, fueron infectados un
dia después de la cosecha.

En consecuencia, se disponia de cuatro tipos de cultivos :

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

3.- Mfp de adultos infectados in vivo

4.- Mfp 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 Mfp permanecieron viables hasta el dia 15 apro-
ximadamente, luego el nimero de células comenzd 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 vultivos obtenidos de animales distintos.

se puede observar en la figura 8a y 8b, que el virus Junin re-
plica tanto en Mfp de neonatos infectados in vivo como in vitro. Si
bien € obtuvieron titulos mds altos para los Mfp infectados in vivo,
los cnltivos infectados in vitro siguen el mismo patrén de infeccidn.

Lomo se observa en la“figura 8c, la infeccién in vitro de Mfp de
adulto fue productiva, y la curva de crecimiento obtenida presenta un
perfil similgr a la de los cultivos de Mfp de neonatos.

Pero los sobrenadantes de cultivos de Mfp de adultos infectados
in vivo fueron negativos .en todas las muestras cosechas a distintos
tiempos. SOlamente se obtuvieron resultados positivos cuando los Mfp
fueron cosechados 24 hs después de la infeccién de los animales, en
lugar de 48 hs 'p.i. (figura 8d).

j.os resultados obtenidos sugieren una relacién directa entre la

madurez del macréfago peritoneal y la resistencia a la infecci6n, dado
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que mientras los Mfp de neonatos son infectados in vivo y sirven posi-
blemente para diseminar el virus,eludiendo asi otros mecanismos de de-
fensa, los Mfp de adultos son resistentes a la infeccién in vivo.

La respuesta negativa de los Mfp de adultos infectados in vivo
seria concomitante con la existencia de un factor(es) que mediaria
la resistencia a la infeccién. La accidn de este factor cesaria o no
estaria presente in vitro, dado que los Mfp de adultos sanos inocula-
dos in vitro son susceptibles a la infeccién.

La existencia de este factor(es) estaria relacionado con la madu
rez inmunoldgica del animal, debido a que el virus Junin replica en
Mfp de neonatos infectados tanto in vitro como in vivo.

Ademds, este factor ejerceria su accién sobre los Mfp aproximada-
mente 48 hs p.i., dado que los sobrenadantes de cultivos de adultos
infectados in vivo y cosechados 24 hs p.i. son productores de virus,
mientras que aquellos obtenidos a las 48 hs p.i. no lo son, demostran-
do que los mismos son resistentes a la infeccidn y posiblemente ejer-
cen una accién virucida que impediria el desarrollo de la infeccidn.

INFECCION PERSISTENTE

El estudio de la infeccidn persistente se realizd sobre 106 C.mus-

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

animales neonatos infectados con 4000 DL50 por via i.p., que superaron
la etapa aguda de la infeccién.
Los animales fueron sacrificados a distintos tiempos p.i., a par-

tir del dia 31 y hasta el dia 560 p.i..
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4.1.5.1. AISLAMIENTOS VIRALES

Los intentos de recuperar virus Junin de 6rganos de animales que
superaban la etapa aguda de la infeccibén, solamente tuvieron éxito
cuando se realizaron a partir de cerebros y con menor importancia a
partir de gliandulas salivales.

En la figura 9 (continuacién de la figura 6), se muestra la dis
tribucién de los titulos de virus aislado a partir de cerebros de

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

virus que se detectd en niveles mdximo durante la etapa aguda de la
enfermedad, luego se va estabilizando para mantenerse alrededor de 10S
DLSO/ml.

El virus pudo ser aislado de: los cerebros de animales que tenian-
350 dias p.i. al momento del sacrificio.

Otros aislamientos, sin embargo, fueron negativos y correspondie-
ron a animales que no habian presentado sintomas de enfermedad durante
la etapa aguda de la enfermedad.

Por otro lado, se intentd demostrar el papel que tenian las glan-
dulas salivales en la infeccién persistente, dada su importancia como
via de contaminacién ambiental por medio de la saliva. Con este fin
se practicaron aislamientos a partir de glandulas salivales de anima-
les que habian 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 habia demostrado la importancia de las glandulas
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salivales como érgano de multiplicacién viral, adn cuando los inten-
tos de aislamiento de virus a partir de otros 6rganos fueron negativos.
En el presente trabajo se analizaron 26 muestras, y se obtuvieron

11 aislamientos positivos, con titulos entre 4 x 102 y 8 x 105

DLSO/ml.
La tabla 4 resume los resultados de estos aislamientos en funcién de
la presencia o ausencia de virus en los cerebros de los animales cuyas

glandulas salivales se estudiaron.
TABLA 4

AISLAMIENTOS VIRALES DE GLANDULAS SALIVALES 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 "

NEGATIVO 1 4

Los resultados demustran que aproximadamente el 50% de los cricé-
tidos con virus en cerebro presentaron sus glindulas salivales infec-
tadas, mientras que sobre cinco animales que no tenian virus en cere-

bro solamente uno tenia virus exclusivamente en glandulas salivales.
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Comparando estos resultados con los obtenidos por Martinez Peralta
y col., se encuentra una nueva diferencia entre los comportamientos de
la cepa atenuada XJ C13 y las cepas virulentas.

Los intentos de aislamiento de los demis 6rganos estudiados fue-
ron negativos. Por otro lado, afin cuando se demostré por inmunofluores-
cencia que un porcentaje variable de los animales presentaban antigenos
virales en sus bazos (seccibén 4.1.5.3.), fue imposible rescatar virus
de estos 6rganos.

Como se describid anteriormente para la etapa aguda de la infec-
cidn (seccidén 4.1.4.1.1.) las viremias son clarificadas alrededor del
dia 30 p.i., coincidentemente con la deteccién de anticuerpos neutrali-
zantes en titulos elevados. Los intentos de aislamiento de virus a par-
tir.de sangres de animales con mis de 30 dias de infeccién resultaron
negativos en 19 de 20 cricétidos estudiados. El Unico animal que pre-
sentd viremia positiva  sugirid la posibilidad que existieran viremias
fugaces, tal como sucede en otros- sistemas virus-huésped e inclusive

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

en estos experimentos no hubieran sido detectadas por no haber practicado

sangrados sucesivos.
Con la intencién de comprobar este supuesto, se inocularon 20 C.mus-
culinus neonatos por via i.p. De esta infeccidén sobrevivieron 5 anima-
les, los que fueron sangrados periodicamente después del dia 30 p.i.
Los sangrados se practicaron cada 7 dias durante 2 meses.
Uno de los cricétidos estudiados presentd en dos oportunidades

no consecutivas viremias positivas.
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Estos resultados permitieron presumir la existencia de viremias
fugaces como uno de las manifestaciones de la infeccién persistente,
aunque su incidencia no estaria generalizada al total de los animales
persistentes.

Esto fue corroborado pér Alché y col (1), demostrando la :exis-
tencia de viremias fugaces o persistentes, en un nimero significati-
vo de C. musculinus sobrevivientes a la infeccién experimental con la

cepa XJ Cl3 (8 de 23 animales estudiados).

ESTUDIOS ANATOMOPATOLOGICOS

Los animales sobrevivientes a la infeccidén perinatal e infecta-
dos persistentemente, presentaron alteraciones patolégicas solamente
en el cerebro. Se detectaron infiltrados mononucleares localizados al-
rededor de los vasos sanguineos, o en forma difusa en la corteza ce-
rebral (figura 10). Ademds, en algunos sectores se observaron focos de
gliosis distribuidos en forma no selectiva e infiltracién linfocitaria
en leptomeninges (figura 11).

A nivel de cerebelo se observé el mismo tipo de lesiones inflama-
torias y gliosis en sustancia blanca. Coincidentemente se observaron
grados variables de atrofia cerebelosa evidenciada. por una disminucidn
en el espesor de la capa molecular con un aumento relativo del nimero
de células (figuras 12a y 12b).

Las lesiones encefilicas se observaron en todos los animales con
aislamiento positivo de virus en cerebro, siendo imposible hallar le-

siones en los cricétidos que habian limpiado el virus del Srganismo.
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FIGURA 10 - 12

10: Encefalitis con perivasculitis predominantemente linfocitaria (HGE x 250)

11: Leptomeningitis linfocitaria (HGE x 250)

1

12 B:

[\S]

A: Atrofia cerebelosg notable en la capa molecular (HGE x 50)

Corteza cerebelosa de un animal sin infectar, de la misma edad que el

animal de la figura anterior (HE x 250) -



4.1.5.3.

-96-

Los estudios anatomopatoldgicos realizados en el resto de los or-
ganos, de animales crénicamente infectados o de animales que habian
clarificado el virus de su organismo, demostraron como Unica altera-
cién morfolbgica,dafio renal. Estas lesiones no pudieron ser asociadas
a una patologia por virus Junin, sino a la elevada edad de los anima-
les que presentaban dichas alteraciones (todos ellos superaban los 400
dias de vida).

Con el objeto de corroborar este diagnéstico, se sacrificaron 6
animales sin infectar de aproximadamente 1 afio de edad, y 2 de ellos
presentaron el mismo tipo de dafio renal.

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA

El uso de la técnica de inmunofluorescencia permitié observar en
todos los animales con lesiones en cerebro, una intensa fluorescencia
en un gran nimero de neuronas corticales. y en los nicleos de la base
granular, asi como también, en pequefios vasos sanguineos de la corte-
za.

El cerebelo mostré fluorescencia positiva intensa en la capa gra-
nulosa.

La inmunofluorescencia fue negativa en aquellos cerebros que no
presentaban lesiones morfoldgicas.

Los estudios inmunohistoquimicos de glandulas salivales demostra-
ron que el 25% de las muestras estudiadas tenia antigeno viral en el
lumen del acino y en el citoplasma de las células secretorias.

Como se mencioné anteriormente, 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 6rgano fue estudiado por inmunofluorescencia
se pudo determinar la presencia de antigeno viral en el 12% de las
muestras (7/59), algunas de las cuales correspondian a animales con
aislamiento e inmunofluorescencia negativa en cerebro. Estos resulta-
dos seran ampliados en la discusién.

Los restantes érganos estudiados fueron rutinariamente negativos.

ESTUDIOS SEROLOGICOS

El andlisis de los sueros de los C.musculinus que superaron los

30 dias p.i. mediante la prueba de neutralizacién, indicd que todos
los animales inoculados por via i.p. hubieran enfermado o no, tenian
altos titulos de anticuerpos. En estos estudios se incluyeron muestras
de sueros de animales persistentemente infectados asi como animales
que eliminaron el virus del organismo.

Las muestras se tomaron entre los dias 32 y 523 p.i., observando
que la mayoria de los titulos de anticuerpos eran superiores a 320 pa-
ra animales sacrificados antes de cumplir un afio de inoculacién, estu-
vieran o no persistentemente infectados, mientras que a tiempos mayo-
res de sacrificio los titulos obtenidos para animales sanos eran un
poco menores (20-160).

CONCLUSIONES PARCIALES

La correlacién entre los estudios virolégicos, morfolégicos,in-
munohistoquimicos y seroldgicos, indican que los animales responden

de formas diferentes a la infeccién
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En la tabla 5 se resumen, en base a un nimero elegido de animales,
los tres grandes grupos en que podemos clasificar las respuestas del

C. musculinus a la infeccién i.p.

Los dos primeros grupos, que se diferencian en el grado de severi-
dad de la enfermedad sufrida (con o sin sintomatologia clinica evidente),
muestran que las lesiones cerebrales aparecen solamente en animales per
sistentemente infectados, o sea, aquellos que presentan inmunofluorescen
cia y aislamiento viral positivos. Ademids la 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 virolégicos e immunohistoquimicos fueron negativos,
no se observaron lesiones o alteraciones morfolbgicas, pero si una buena
respuesta humoral con altos titulos 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 aparicién de lesiones anatomopatoldgicas. En cambio, en animales
que seguramente fueron infectados ya que presentaron anticuerpos anti-virus
Junin, pero consiguieron eliminar el virus del organismo, no se observaron
lesiones.

El perfil mostrado en la tabla 5 no incluye la persistencia viral en
glindulas salivales, ya que no se ha presentado como un mecanismo general,
sino como una alternativa con baja incidencia en los animales crénicamen-

te infectados.



-99-

TABLA 5
SINTESIS DE LAS DIFERENTES RESPUESTAS OBSERVADAS EN C. musculinus QUE SUPERABAN

LA FASE AGUDA DE LA ENFERMEDAD CON VIRUS JUNIN

DIA SINTOMAS DE | AISLAMIENTO LESION IF2 TITULO
p.i. | ENFERMEDAD DE CEREBRO CEREBRAL | EN CEREBRO | ANTICUERPOS NEUT.
63 + + MED . >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 + + ME + >320
225 + + ME + 5320
68 - + ME + >320
78 - + ME + >320
80 - + ME + 80
88 - + ME + >1280
88 - . ME . nhd
94 - + ME + >320
220 - + ME + nh
343 . + ME + >320
343 - + ME + >320
48 - - s© - nh
80 - - S - 20
124 - - S - >320
244 - - S - >320
244 - - S - >320
295 - - S - 160

a: inmunofluorescencia; b:meningoencefalitis; c:sano; d: no hecho
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Como se describid anteriormente (seccidn 4.1.3.), los animales
inoculados pueden presentarse sanos durante y después de la fase agu
da de la infeccifn, aln cuando los mismos vayan a cursar una infec-
cibén persistente. Asi mismo existe un segundo grupo de cricétidos que
cursa la primera etapa de la infecci6én con sintomatologia clinica agu
da, con posterior recuperacién o presentando secuelas permanentes du-
rante la infeccidn croénica.

Con el objeto de establecer la influencia que tenian estos dos
tipos de respuestas durante la infeccién aguda sobre el establecimien-
to o no de un estado de infeccién crénica, se analizaron los porcenta-.
jes de los cricétidos persistentemente infectados obtenidos de anima-
les que en algin momento habian presentado signos de enfermedad o que
nunca se mostraron enfermos.

Sobre un total de 189 animales estudiados, 129 estaban o habian
estado enfermos y 60 nunca presentaron sintomas. Los animales fueron
clasificados en cuatro grupos segin 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 enfermedad, observandose que la mayor parte de estos animales cur-
san una infecci6én persistente y que solamente entre el 10 y el 20% de
los mismos elimina el virus de su organismo. Las barras rayadas cor-

responden a los aislamientos positivos de animales asintomdticos, esta-
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FIGURA 13

RELACION ENTRE EL CURSO DE LA FASE AGUDA DE LA INFECCION Y LOS PORCENTAJES

DE C. musculinus CRONICAMENTE INFECTADOS, OBTENIDOS POR INOCULACION DE

VIRUS JUNIN POR VIA I.P.
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bleciendo que solamente entre el 50 y el 30% de los integrantes de
este grupo cursan una infeccién cronica.

Los resultados sugieren que la mayoria de los animales que cursan
con enfermedad y superan la fase aguda, van a establecer un estado de
infeccidn persistente, mientras que aproximadamente la mitad de las
animales que no enferman se presentan crénicamente infectados y el
resto elimina - el virus.

Ademis, en los animales crénicamente infectados el virus perma-
nece en los cerebros en titulos mis o menos constantes (como se mostré
en la figura 9)y por otro lado, no exitiria clarificacién del virus
en funcién del tiempo transcurrido, dado que los porcentajes obtenidos
en la figura 13 para los distintos tiempos p.i. son sustancialmente

comparables.
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4.2. CARACTERISTICAS DE LA INFECCION EXPERIMENTAL DEL C. musculinus ADULTO

4.2.1. SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musculinus ADULTO A LA INFECCION POR VIA INTRA-

PERITONEAL E INTRANASAL

La alta patogenicidad y marcado neurotropismo de la cepa XJ C13
dificultd en cierto modo los experimentos destinados a establecer per
cictencia viral utilizando animales recién nacidos, ya que la obten-
cién de un nidmero importante de animales crénicamente infectados se
realizdé frente a un alto costo de muertes (siempre superior al 70 %).

Por otra parte no fue posible infectar animales mayores de 21
dias por via i.p.; todos los intentos por demostrar la presencia de
virus Junin en estos animales fueron negativos adn cuando desarrolla-
ron niveles importantes de anticuerpos neutralizantes.

Ante estas circunstancias, la aparicién de sintomas de encefali-
tis en una madre que amantaba crias inoculadas.y los antecedentes de
infecciones experimentales realizados -por Sabattini y col (76), lle-
varon a considerar tanto la via oral como la respiratoria para la in-
feccién experimental del C. musculinus adulto, imitando la via natural
que ocurriria entre animales en intimo contacto.

Con este objeto se realiz6 un estudio nreliminar sobre la respues
ta del Calomys a la infeccién por-via i.n. A diferencia de la resis-
tencia observada en animales adultos a la infeccién por via i.p., la
inoculacién por via i.n. causé una enfermedad con sintomatologia neu-
rolégica similar a la presentada por los Calomys meonatos. Ademds se
observé que los animales menores de 60 dias enfermaban y morian en

mayor proporcién que los cricétidos de mayor edad.
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Con el objeto de determinar la susceptibilidad a la infeccidn

por via i.n. y tomando como base los resultados antes mencionados,

se realizé un estudio sobre dos grupos de animales de diferentes e-

dades (30-60 y 90-150 dias de.vida). La inoculacién se practic6 ins

tilando en la cavidad nasal 100.000 DL50 de virus Junin contenidas

en 0,05 ml de medio de cultivo. Los animales fueron examinados dia-

riamente durante un afio, registrandose signos de enfermedad o muerte.

Los resultados se resumen en la tabla 6.

TABLA 6

SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musculinus ADULTO A LA INFECCION CON VIRUS JU-

NIN POR VIA i.n.

EDAD | N° DE ANIMALES | DOSIS ENFERMEDAD MUERTE
INOCULAD S (DL¢() N°® ANIM.[| % N° ANIM)] ¢

30-60 45 10° 21 | 46,7 19 |a42,2

90-150 45 10° 17 37,7 15 | 33,3

El andlisis porcentual de la tabla 6 confirma los resultados ob-

tenidos en el estudio preliminar. La incidencia de la enfermedad, asi
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como de la mortalidad, decrecié con el aumento de la edad de los cricé
tidos , siendo la diferencia del 10% para los dos pardmetros.registra-

dos.

Por otro lado, los porcentajes de morbimortalidad obtenidos con
esta via para cualquiera de los dos grupos de animales, son sensible-
mente inferiores a los porcentajes registrados con la via i.p. en

cricétidos neonatos.

SUSCEPTIBILIDAD DEL C. musculinus ADULTO A LA INFECCION CON VIRUS JU-

NIN POR VIA i.n.: INFLUENCIA DE LA DOSIS INOCULADA

El procedimiento experimental utilizado para realizar la inocula-
cibén por via i.n. consisti6 en instilar gota a gota en la cavidad na-
sal los 0,05 ml de medio de cultivo que contenian 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 decidio estudiar la influencia de la dosis
sobre la respuesta del Calomys a la infeccién, con el objeto de esta-
blecer si se modificaban los porcentajes obtenidos en la tabla 6, o
si por el contrario como sucedié para la via i.p., variaciones en la
dosis no se reflejaban en la respuesta al virus.

El estudio se realizé sobre el esquema experimental de la sec-
cién 4.2.1, modificando solamente el nimero de 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 DL50 en 0,05 ml de medio de cultivo.
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En la figura 14 se ha graficado en forma comparativa las.respues-
tas obtenidas para ambas dosis 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 la dosis uti-

lizada fue 10.000 DL tanto para el grupo de 30-60 dias como para el

50’
grupo de mayor edad.

Las diferencias observadas se tradujeron mds tarde en un mayor nid
mero de animales persistentemente infectados en favor de la dosis mas
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 deberian a que la canti-
dad efectiva de virus absorbida durante el proceso de instilacidén se-
ria mucho menor que la calculada teoricamente, y ademds a que gran
parte del volumen absorbido podria ser derivado al .tracto gastrointes
tinal, que posiblemente sea una via de infeccién menos eficiente.

Como conclusidén se puede decir que la mayor eficiencia de infec-
cibén nor via i.n. se lograria trabajando con la dosis mds alta conte-
nida en el menor volumen posible.

Por otra parte, se pens6 que si se trabajaba con stocks de virus
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FIGURA 14

INOCULADO POR VIA I.N. CON DISTINTAS DOSIS DE VIRUS JUNIN
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que tuvieran menor cantidad de contaminantes proteicos y lipidicos que
los stocks obtenidos de cerebro de ratén blanco y respetando las con-
diciones recién enunciadas, se lograria mejorar la eficiencia del pro
ceso.

Con este objeto se inocularon animales con 0,05 ml de medio de
cultivo conteniendo 100.000 DL50 de un stock de virus Junin preparado
en células Vero.

Los resultados de esta inoculacién fueron semejantes a los obte-
nidos con el stock de cerebro de ratdén blanco, demostrando que el ma-
terial acompafnante en la suspensién de virus no interfiere en la adsor-

cién del virus a las células del tracto respiratorio.

DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

Los sintomas clinicosde la enfermedad fueron similares a los de-
sarrollados por los animales neonatos infectados por via i.p..

Las primeras manifestaciones se registraron a partir del dia 20
p.i., con cuadros de lateralizacién de la marcha y pérdida del equili
brio.

Los sintomas neuroldgicos tuvieron dos miximos de incidencia, une
alrededor del dia 25 P.1. y otro el dia 40 p.i..

Una diferencia observada en relacién con los resultados de Calo-
mys neonatos inoculados por via i.p., fue que el porcentaje de animales
que se recuperd 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 dia de
la aparicién de los sintomas neurolégicos, aunque se han registrado
algunos casos en que los animales sobrevivieron con sintomas eviden-
tes de enfermedad por mas de tres meses.

PATOGENESIS DE LA INFECCION

La infeccién por via i.n. a diferencia con la via i.p., no presen
t6 diferencias clinicas tan evidentes, que permitieran dividirla tempo
ralmente en fase aguda y nmersistente. La aparicién de sintomas de en-
fermedad estuvo restringida a un pequefio periodo de tiempo, por lo que
la etapa aguda en algunos animales fue coincidente con la persistente
en otros.

Las caracteristicas virolégicas, morfolégicas, inmunohistoquimicas,
y seroldgicas de esta infeccién se determinaron sobre un grupo de 26
animales inoculados con 100.000 DLSO por via i.n.. A distintos tiempos
p.i.. (1, 4, 7, 11, 15, 20, 25, 27, 29, 32, 48, 112, y 326 dias p.i.),
dos animales infectados y un control sano se sacrificaron para estos
estudios.

Se realizaron algunos estudios viroldgicos complementarios sobre
algunos animales infectados para los estudios de morbimortalidad de las
secciones 4.2.1. y 4.2.2..

ESTUDIOS ANATOMOPATOLOGICOS

Los estudios morfolégicos mostaron a partir del dia 7 p.i. una mar
cada meningoencefalitis, caracterizada por infiltrados mononucleares
entre las neuronas y alrededor de los vasos sanguineos, con ocasiona-

les dreas de necrosis de la sustancia gris o blanca.
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En los estudios de los demds 6rganos no se observaron alteraciones
morfoldgicas. |

La correlacién de estos datos con los resultados de los demids es-
tudios realizados se muestran en la tabla 7, y se analizan en la sec-
cién 4.2.5.

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA

Los estudios de inmunofluorescencia mostraron determinantes anti-
génicos de virus Junin en el citoplasma neuronal y en los vasos sangul
neos del cerebro.

Los estudios de los restantes 6rganos fueron rutinariamente nega-
tivos.

Dado que en la infeccién por via i.p. se habia determinado por in-
munofluorescencia la presencia de antigenos virales en bazo, se decidid
ampliar el estudio inmunohistoquimico a los bazos de los animales so-
brevivientes del estudio de morbimortalidad. Sobre 27 muestras estudia-
das solamente se encontrd un bazo positivo, lo que significé una inci-
dencia menor del 3 %.

AISLAMIENTOS DE VIRUS

Los intentos de recuperar virus a partir de 6rganos de Calomys in-
fectados por via i.n., solamente tuvieron éxito cuando se ensayaron en
cerebro.

Los titulos virales obtenidos fueron menores que los alcanzados
en la infeccién por via i.p. La diferencia observada fue entre uno y dos

logaritmos, obteniéndose valores entre 10° 4 10° DLc, / ml. 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 dia 4to y hasta el dia 326 p.i. en que se tomé la dltima mues-
tra.

Los intentos de aislar virus a partir de sangre generalmente no
tuvieron €xito y los pocos aislamientos positivos se lograron a partir
del dia 25 p.i. y hasta el 38 p.i..

Asi mismo los aislamientos virales de glindulas salivales fueron

negativos en 16 muestras de 17 analizadas.

SEROLOGIA

La infeccidén de los animales adultos por via.i.n. fue siempre e-
xitosa, dado que después del dia 11 p.i. todos los cricétidos presen-
taron anticuerpos neutralizantes especificos en sus sueros, a pesar
que solamente el 30% de los casos estudiados presentaron virus en cere-

bro.

COONCLUSIONES PARCIALES

Los datos presentados sugieren que la inoculacién de adultos por
via i.n. puede conducir a un estado de infeccidn persistente, de acuer
do con los datos obtenidos de los animales sacrificados a los 112 y
326 dias p.i. (tabla 7).

Con el objeto de ampliar estos resultados se infectarog por via
i.n. 13 animales mayores de 60 dias de edad, que fueron sacrificados

en su totalidad a los 70 dias p-i.
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TABLA 7

CORRELACION DE LOS ESTUDIOS VIROLOGICOS, MORFOLOGIQOS, INMUNOHISTOQUIMIQOS

Y SEROLOGICOS DE C. musculinus ADULTOS INFECTADOS CON VIRUS JUNIN POR VIA I.N.

DIA TITULO DE VIRUS EN IF° LESION TITULO
p.i CEREBRO* EN CEREBRO | CEREBRAL | ANTICUERPOS NEUTR.
1 1,7 1,7 i - < &
4 1,0x10% | 1,0x10° N N N < nh
7 <1,7 1,0x10° R N nh <5
1 8,0x10% | 2,0x10° N + | - 40 <
15 8,0x10% | 2,0x10° s |+ o | s >320 nh
20 2,0x10% | 2,0x10° N P nh nh
22 2,1x10% | nh « | nh + | m »320 nh
25 1,7 1,7 -] - 40 nh
27 1,7 2,0x10° R I »320 80
29 <1,7 1,0x10° I B 80 +320
32 1,7 1,7 - - -] - »320 >320
48 1,7 1,7 - . »320 »320
112 <1,7 nh - | mn - | m 5320 nh
326 1,0x10° | mh + | nh + | mn 5320 nh

*:expresado en DLSO/ml; °.immunofluorescencia; nh:muestra no estudiada
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En cinco de estos animales se detectd virus en cerebro, en titu-
2 4 . .
los de 10 a 10 DLSO/ml’ coincidentemente con la observacidén de me-
ningoencefalitis.

Estos resultados confirman que la infeccidén del C. musculinus

adulto por via i.n. induce una infeccién persistente.

El resto de los cricétidos inoculados clarificé el virus, pero
al igual que los animales persistentemente infectados, desarrollaron
anticuerpos neutralizantes en titulos mayores a 320.

Los estudios de susceptibilidad del Calomys musculinus adulto a

la infeccidén con virus Junin por via i.n. determinaron que al aumen-
tar la edad del cricétido al momento de la infecci6én se obtenian me-
nores indices de morbimortalidad (tabla 6). Asi mismo cuando la varia
ble fue la cantidad de virus inoculada se observé que si se disminuia
10 veces la dosis, los porcentajes de enfermedad y muerte lo hacian
entre un 15 y un 20 % respecto de la dosis mis alta (figura 14).

Con el 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 funcién de la edad al momento de
la infeccidén, asi como, de la dosis inoculada.

Si se observa la primera y tercer fila de la tabla, se puede con-
cluir que la edad al momento de la infeccién no tiene ninguna influen-
cia sobre el tipo de respuesta, dado que los porcentajes de animales
persistentemente infectados son practicamente iguales, aln cuando las

incidencias de morbimortalidad entre ambos grupos son diferentes.
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Si ahora se comparan las dos primefas filas y las dos dltimas, se
puede observar una marcada tendencia en favor de la respuesta persisten
te para la dosis mayor. Aunque se 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 debié a que se dis-
ponia de mayor cantidad de cricétidos inoculados con la dosis mis al-
ta, ya que los estudios sobre la via i.n. se plantearon bajo esas con-
diciones, como fuera fundamentado en la seccidén 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.musculinus

INOCULADO POR VIA I.N. SOBRE EL TIPO DE RESPUESTA A LA INFECCION

EDAD AL MOMENTO DOSIS# | N° ANIMALES AISLAMIENTO VIRAL**
DE LA INFECCION* ESTUDIADOS POSITIVO NEGATIVO
30 - 60 10° 31 10 (323) 21 ( 68%)

4 . .

10 5 0 ( 03) 5 (1003)

90 - 150 10° 55 17 (319) 38 ( 695%)
10° 9 1 (119) 8 ( 89%)

*:expresada en dias; #: expresada en DLSO/ml; **. realizados en anima-

les que superaban los 60 dias p.i.
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4.3. POSIBLES MECANISMOS DE TRANSMISION DEL VIRUS JUNIN

Como ya fuera mencionado en la introduccidén, los arenavirus se
perpetian en la naturaleza a través de la persistencia en sus huéspe-
des naturales, ya sea por transmisidn vertical u horizontal.

En el binomio C. musculinus-virus Junin, se ha demostrado que

hembras prefiadas, virémicas al momento del parto, dan a luz crias li-
bres de virus Junin. (76)
Estos experimentos fueron realizados sacrificando a distintos
tiempos post-parto, las crias de Calomys madres que se presentaban in
+fectadas al momento del parto. Si las crias eran testeadas entre el
4to y 20vo dia post-parto, no se encontraban vestigios virales; mien-
tras que si las crias eran estudiadas mis tarde, entre 24 y 52 dias,
las crias que estaban en contacto con sus madres se presentaban in-
fectadas.Los estudios viroldgicos realizados sobre estas madres indi
caron eliminacién de virus en saliva y en orina. La leche materna no
fue estudiada .(76)

Ademds en ese mismo trabajo, fue estudiada la transmisién hori-
zontal demostrando su existencia en animales en intimo contacto, aun- .
que el contagio por via area, orina, heces o por contacto a través de
telas metilicas también ocurrié pero en menor grado.

Los estudios realizados en el presente trabajo no pudieron demos-
trar eliminacién de virus por orina y solamente se eliminarian peque-
flas cantidades de virus por saliva, aunque en un porcentaje muy bajo de

la poblacidén infectada persistentemente.
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La escasa eliminacidén de virus dificultaba el estudio de las po-
sibles vias de transmisién del agente en el huésped. Pero el controi
diario d¢ ios cricétidos inoculados para los distintos estudios, per-
miti6 determinar signos neurolégi¢os en madres que amantaban crias
infectadas por via i.p.. Estas observaciones llevaron a realizar un
estudio mas profundo en hembras asi infectadas.

Con este objeto, se estudiaron 7 C.musculinus hembras que aman-

taban sus crias inoculadas experimentalmente. Estos animales fueron
sacrificados a distintos tiempos post-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 consideré la posibilidad de que la ingestidén de restos de cadi
veres de crias muertas por el virus pudiera ser la causa de la infec-
cién. Sin embargo, no pudo correlacionarse los aislamientos positi-
vos con madres que hubieran practicado canibalismo.

Estas observaciones llevaron a disefiar dos experimentos destina-

dos a comprobar el modo de transmisién del virus. (secciones 4.3:1 y4.3.2)

INFECCION DE C.musculinus ADULTO POR CONTACTO CON CRIAS INFECTADAS

El objetivo de este experimento era estudiar la infeccién créni-
ca en C.musculinus infectados por vias naturales, y sus diferencias

con la infeccidén experimental.
Basdndose en los resultados detallados en la tabla 9, se decidid

estudiar hembras adultas que amantaban crias inoculadas experimental-

mente.
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TABLA 9

DETECCION DE INFECCION NATURAL EN C. musculinus MADRES DE CRICETIDOS

INOCULADOS CON VIRUS JUNIN

MADRE TIEMPO SACRIFICIO SINTOMAS DE CANIBALISMO AISLAMIENTO
N° POST- PARTO* INFECCION DE VIRUS
1 31 no _si +
2 37 no si -
3 48 no si -
4 51 no no -
5 60 si no +
6 62 no no -
7 97 no no +

*:expresado en dias
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Con este fin se tomaron 52 camadas de crias de C. musculinus con
sus respectivas madres. Las crias fueron inoculadas con 4000 DL50 por
via i.p. Los animales fueron observados durante 23 dias, registrandose
diariamente sintomas de enfermedad o muerte. Luego de este periodo de
observacién las crias fueron destetadas y utilizadas para los-diferen-
tes experimentos de la seccién 4.1.

Las madres fueron colocadas en jaulas individuales y a distintos
tiempos grupos de por lo menos tres animales fueron sacrificadas por
exanguinacién por puncién del plexo venoso retroorbitario. En cada gru-
po se practicé una autopsia detallada, obteniendose muestras de cere-

bro, glandulas salivales, bazo, rifion, mama y ovario, los que fueron

procesados para estudios anatomopatolSgicos, viroldgicos, inmunohisto- '’

quimicos y serolégicos.

Los tiempos de sacrificios fueron entre 30 y 481 dias post-contac-
to(p.c.), tomando como tiempo cero el dia de inoculacién de las crias.'i:
Los resultados de este experimento se resefiaran' juntamente con
los del experimento de la seccién 4.3.2Z.

TRANSMISION VERTICAL DEL VIRUS JUNIN EN C. musculinus PERSISTENTEMENTE

INFECTADOS

Este experimento se planted de forma que C.musculinus hembras pre-
fladas estuvieran persistentemente infectadas en el momento de la pari-
cibén, con el objeto de establecer si bajo estas condiciones las crias
recién nacidas o en estado fetal estaban infectadas con virus Junin.

Este experimento planteaba un grado de incertidumbre debido a que
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no se sabria cuales de las hembras prefiadas estaban persistentemente
infectadas hasta después del sacrificio de las mismas, o sea, cuando
se pudiera practicar los aislamientos viroldgicos correspondientes.
Esto era debido a que no se disponia de ningilin método no traumitico
para investigar la presencia de virus en los animales, dado que 1la
eliminacién de virus por saliva o la existencia de viremias fugaces,
que permitirian aislamientos virolégicos no traumiticos, se presen-
tan en un bajo porcentaje de los animales crénicamente infectados.

En consecuencia, 8 Calomys madres sanas fueron expuestas al vi-
rus bajo las mismas condiciones del experimento anterior, luego del
destete de las crias (23 dias post-parto), fueron apareadas con machos
sanos de aproximadamente la misma edad (entre 60 y 90 dias de edad).
Cuando se observaron signos inequivocos de prefiez, 4 de las hembras
fueron sacrificadas, dejando las restantes hasta 24 hs después del
parta momento en que también fueron sacrificadas junto con sus crias.

En ambos casos los animales fueron sangrados a blanco y de todas
las hembras se guardaron muestras de cerebro, glandulas salivales, ba
zo, ovario y placenta, las que fueron procesadas para estudios anato-
mopatoldgicos, inmunohistoquimicos, virolégicos y seroldgicos. Estos
mismos estudios fueron realizados en muestras de fetos o crias.

Los resultados de estos experimentos serdn detallados a continua-
cién juntamente con los de la seccién 4.3.1.

4.3.3. RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE LAS SECCIONES 4.3.1 y 4.3.2.

4.3.3.1. REGISTRO DE MORBIMORTALIDAD
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Sobre 52 Calomys madres estudiadas, solamente 4 presentaron sin-
tomas neuroldgicos y 3 de ellas murieron. La autopsia reveld presen-
cia de antigenos de virus Junin en sus cerebros.

ESTUDIOS ANATO:OPATOLOGICOS

Los estudios anatomopatolégicos demostraron alteraciones en ce-
rebro y bazo solamente.

En los cerebros se observaron lesiones leves,consistentes en in-
filtrados mononucleares perivasculares y discretas meningitis. Como
se puede ver en la tabla 10, estas alteraciones se presentaron en los
animales sacrificados una semana después de practicado el destete, o
sea 30 dias p.c. y hasta los 481 dias p.c. en que se tomé la Gltima
muestra.

El bazo por su parte mostré un notorio aumento de tamafio, llegan-
do en algunos casos a duplicar el tamafio normal. Los estudios con mi-
croscopia de luz permitieron observar que las esplenomegalias, se de-
bian a una marcada hipervlasia linfatica a expensas de la proliferacién
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 Organos estudiados,. asi como, los fetos o crias
recién nacidas no mostraron alteraciones morfoldgicas.

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA

La técnica de inmunofluorescencia permitid detectar antfgenos de

virus Junin en neuronas, vasos sanguineos encefdlicos y en escasas cé
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TABLA 10

RESUMEN DE LOS ESTUDIOS MORFOLOGICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS REALIZADOS EN

MADRES DE CRIAS INOCULADAS CON VIRUS JUNIN POR VIA i.p.

TIBMPO DE DANO ESPLENO- IF# IF DANO 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 /s 2/ 7 175 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 s 2/'5 2/ 5 nh
tulAL 12/46 12/47 12/46 12/47 0/31

*: expresado en dias post-inoculacién de las crias que eran amamantadas por
los animales sacrificados

#: inmunofluorescencia; nh: muestra no estudiada
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lulas de bazo dc aspecto estrellado.

La detecci6n de inmunofluorescencia positiva en dichos &rganos
se vio correlacionada con la existencia de alteraciones morfoldgicas
en los mismos (tabla 10).

El resto de los érganos estudiados no mostraron fluorescencia.

El estudio de los cortes de 6rganos de fetos o crias recién na-
cidas arrojé resultados negativos.

ATSLAMIENTO DE VIRUS

Las muestras de cerebros de hembras que habian presentado lesio-
nes e inmunofluorescencia positivas, fueron tituladas en ratén blanco.
Estos intentos de aislamiento fueron en todos los casos exitosos y los

titulos obtenidos oscilaron entre 2,4 x 102 y 4,8 x 105

DLSO/ml.

Los estudios virolégicos realizados en sangre y otros 6rganos in
cluyendo los bazos que presentaron fluorescencia positiva fueron nega-
tivos. Asi mismo los aislamientos a partir de 6rganos de fetos y crias

recién nacidas fueron rutinariamente negativas.

SEROLOGIA

La pesquisa de anticuerpos neutralizantes permitid observar que
alrededor del 70% de los animales presentaban titulos de anticuerpos
variables desde 40 a 720.

CONCLUSIONES PARCIALES

En la tabla 11 se resumen algunos de los datos hallados en estos
experimentos, pudiendo clasificarse las diferentes respuestas en cuatro

grandes grupos.
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Grupo 1: En este grupo se observa una estrecha correlacién entre
la presencia de lesiones histopatolfgicas y aislamiento de virus en encé-
falo, de tal manera que aquellos animales que tenian meningitis y vascu-
litis, tenian determinantes antigénicos y virus infeccioso en encéfalo.
Dentro de este grupo podemos diferenciar a su vez, entre aquellos cricé-
tidos que ademis de tener sus cerebros infectados presentaron o no deter-

minantes antigénicos en bazo: Grupo 1.1 y Grupo 1.2 . Ademis todos estos

animales presentaron altos titulos de anticuerpos neutralizantes.

Grupo 2: Este grupo, constituido por un menor nimero de animales,
incluye a los cricétidos que presentaron exclusivamente determinantes anti
génicos de virus Junin en bazo. Sin embargo, fue imposible recuperar vi-
rus infeccioso de alguno de estos 6rganos.

Al igual que los cricétidos del grupo 1 los animales de este gru-
po tenian altos niveles de anticuerpos neutralizantes.

Grupo 3: Incluye a aquellos animales que demostraron una respues-
ta immune humoral contra el virus Junin, sin presentar ningin vestigio de
virus o lesidén en sus organismos.

Gruno 4: Este Gltimo grupo involucra a aquellos cricétidos que no
tomaron contacto con el virus Junin, o si los hicieron no presentaban anti

cuerpos especificos o secuelas producidas por el virus Junin.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el contacto entre
hembras sanas con animales inoculados experimentalmente puede llevar a un

estado de infeccién persistente. Si bien se puede suponer que el contagio
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de las hembras se produjo por via respiratoria o por ingesta de ma-
teriales contaminados, se desconoce si las crias lactantes eliminan
virus por alguna via, dado que ha sido imposible determinarlo debido
a las dificultades técnicas derivadas del pequefio tamafio de estos a-
nimales.

Las posibles vias de contaminacién materna incluirian:

.- contacto con virus eliminado por vias naturales (saliva, orina)

.- ingestidén de cadiveres de crias muertas por el virus

.~ absorcidén de parte del indculo viral inyectado en las crias al

limpiar con la lengua las crias recién inoculadas.

Este tipo de infeccién natural. provocaria una infeccifén con me-
nor morbimortalidad que la presentada por cualquiera de las tres vias
descriptas anteriormente, mientras que los estudios anatomopatoldgicos
y viroldégicos demuestran patrones similares de infeccién, 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 6rganos, por lo cual no se podria considerar el bazo cumo
un organo reservorio de virus.

Los estudios realizados en la seccién 4.3.2., demostraron que so-
bre 8 madres apareadas, solamente 2 estaban persistentemente infectadas
al momento de su sacrificio, o sea, durante la gestacién o 24 hs des-
pués de producido el parto.

Ambas madres presentaron virus en cerebro y pertenecian al grupo

de hembras que se sacrificaron 24 hs después del parto.
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Los estudios realizados en crias recién nacidas demostraron que
las mismas no estaban infectadas.

Por otro lado en la tabla 10 se muestran los resultados de los
estudios de fluorescencia y microscoia de luz realizados en ovarios

de 31 C musculinus madres, muchas de las cuales estaban crdnicamente

infectadas al momento del sacrificio, y en todos los casos se obtuvie-
ron resultados negativos. |

Las conclusiones de estoS experimentos permiten presumir que si
existe transmisidén vertical, esta debe ocurrir algin tiempo después
del nacimiento, posiblemente por contacto con secreciones maternas in
fectadas. Existiria un periodo refractario a la infeccién, durante la
etapa lactante, dado que es muy probable que en la leche se transfie-
ran anticuerpos contra el virus.

Esta posibilidad de proteccién pasiva de las crias durante el
periodo 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 periodo.

FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL ESTABLECIMIENTO Y/O MANTENIMIENTO DE LA

INFECCION PERSISTENTE DEL Calomys musculinus CON VIRUS JUNIN

Fundamentalmente, se ha responsabilizado a la generacién de mutan-
tes virales termosensibles (ts), antigénicas u otras de menor virulen-
cia, como posibles causas del establecimiento de infecciones persisten
tes, o alternativamentc a la sintesis de particulas defectivas interfe-

rentes o interferon .
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La mayoria de estas conclusiones se han obtenido en sistemas in-
vitro , y posteriormente han sido homolagadas a los sisitemas in vivo
aunque poco se ha hecho con estos Gltimos. I

En relacién con el virus Junin, se sabe que una de sus principales
caracteristicas es la de establecer persistencia tanto in-vivo como in-
vitro. Dada su capacidad de infectar una amplia variedad de huéspedes
experimentales ( ratén, cobayo, hamster, rata y primates), con distin-
tos grados de patogenicidad para cada uno de ellos, segin la cepa de
virus utilizada y la edad del animal en el momento de la infeccién,
se han logrado importantes avances en el conocimiento de los tipos de
infeccidén y fisiopatologia de la enfermedad, aunque es poco lo que se
sabe acerca de los mecanismos utilizados 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 in-
fectados son:

- Morfologia y caracteristicas citogenéticas similares a los de
cultivos sanos. (13)

- Salamente entre el 0,1 y el 1 % de las células son productoras
de virus.(13)

- La produccién viral es ciclica durante los primeros estadios

de la infeccién, posteriormente la produccién de viriones es espora-

dica o nula. (7)
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- Las particulas virales que se producen durante el periodo per-
sistente, han mostrado modificaciones en termmosensibilidad o termola-
bilidad. (13)

El 2islamieanto de mutantes ts implica la existencia de un fendme-
no de.seleccién natural en la poblacidén viral en favor de estas mutan-
tes.

-Otras caracteristica de los cultivos persistentemente infectados

es la produccién de particulas PI.(2%,23)

Todo estos hallazgos permiten afirmar que la infeccidn persisten-
te es un fendmeno complejo en el que intervienen diversos factores,
sin poder determminar los grados de importancia de cada uno de ellos.
Por otro lado, el equilibrio de los factores intervinientes pareceria
estar regulado por factores celulares, dado que si se altera el esta-
do fisioldégico celular se producen modificaciones en dicho equilibrio.
8)

Si bien el analisis de los . factores . involucrados en la persis-
tencia in vitro puede arrojar pautas sobre el mecanismo de la persis-
tencia in vivo, aunque la complejidad de un organismo vivo y la pre-
sencia del sistema inmune complican la interpolacién de los resultados.

Resulta entonces ideal, aunque complejo, establecer modelos experi
mentales in vivo que ayuden a comprender mejor la infeccién natural.

En un sistema virus-huésped se puede focalizar la investigacifn en

el rol del huésped o en las modificaciones que sufre el pardsito dentro
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del mismo.
En esta seccién se analizardn las alteraciones que sufre el virus
durante la infeccién persistente, con el objeto de explicar o esclare-

cer el mecanismo de la persistencia.

FENOMENO DE INTERFERENCIA EN LAS POBLACIONES VIRALES AISLADAS DE CERE-

BROS DE C. musculinus CRONICAMENTE INFECTADOS

Como se menciond anteriormente, los aislamientos virales se reali-
zaron inoculando macerados al 10% (p/v) de los 6rganos a estudiar, por
via i.c. en ratdn lactante. Cuando se efectuaban las titulaciones de
materiales provenientes de cerebros que habian presentado aislamiento
positivo, se observé que no siempre habia una relacién lineal dosis -
respuesta.

Este fenémeno se puede observi: en la figura 15, donde se han gra-
ficado los porcentajes de mortalidad acumulativcs de los ratones ino-
culados con las distintas diluciones de las.muestras a titular,en fun-
cién del tiempo p.i.. En todos los casos graficados la mortalidad fue
mucho mayor 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 mis de un 60 % de mortalidad en la dilucién
1:100, mientras que el dilucién menor no se registré mortalidad.

Simultaneamente se registraron otros resultados llamativos, como
era la ausencia de placas en cultivos infectados con muestras de cere-

bros que habian presentado aislamiento positivo en ratén.
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Como ejemplo se puede citar la muestra 17C, cuyo titulo viral si bien
no pudo ser calculado por el método de Reed y Muench por los problemas
mencionados en el parrafo anterior, se puede suponer que estaria alre-
dedor de 104 DLSO/ml. Pero cuando se intenté calcularlo en cultivo de
tejidos.por el método de unidades formadoras de placas, no se obtuvie-
ron placas en ninguna de las diluciones ensayadas.

Este fendmeno se repitidé en un ndmero importante de muestras, y
sus caracteristicas eran similares a las descriptas para otros siste-

mas virales, y que se denomina autointerferencia.

El fendmeno de autointerferencia ha sido asociado a la presencia
de particulas PI en las poblaciones virales.

Con el objeto de comprobar si efectivamente los resultados obteni-
dos eran debidos a 1la presencia'de particulas PI, se realizaron ensayos
de interferencia viral con algunas de las muestras de cerebro en cuesr
tién. 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.

Como se puede observar, los materiales escogidos no produjeron pla
cas per se, mientras que en las monocapas pretratadas con estos materia-
les y luego superinfectadas con virus estdndar, se observé una disminu-
cibén en el namero de placas respecto de las obtenidas en el control de

virus sin pretratamiento. La muestra correspondiente al Calomys 17C pro-

 dujo un 52 % de inhibicién, mientras que el material del Calomys 29 cau

so inhibicién total en la produccién de placas.
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TABLA 12

ENSAYOS DE INTERFERENCIA CON POBLACIONES VIRALES OBTENIDAS DE CEREBROS DE

Calomys mucc::'i~a

MATERIAL INOCULADO N° DE PLACAS* % DE INHIBICION

Control de virus estdandar** +
virus medio de cultivo 60 0

cerebro Cal. 17C# +

medio de cultivo 0 --
Calomys 17C

cerebro Cal. 17C# +

virus estandar 29 52

cerebro Cal. 29# +

medio de cultivo 0 --
Calomys 29

cerebro Cal. 29# +

virus estandar 0 100

*: El1 nimero de placas es el promedio de dos experiencias.

*%: El stock de virus Junin estiandar fue obtenido en células Vero, con un

titulo de 3 x 10° UFP/ml y se utilizé en dilucién 1:10.000.

#: Los materiales de Calomys fueron utilizados en dilucidn 1:10
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Este experimento permiti6 establecer formalmente la existencia de
un fenémeno de interferencia, pero no aport6 datos acerca de los facto
res que mediaban dicho fenémeno.

Los antecedentes de infecciones persistentes con virus Junin in-
vitro suge:ian como posible causa de la interferencia a las particulas
PI, pero no se podia descartar que estuviera mediado por otro tipo de
particula viral, como por ejemplo variantes de crecimiento lento o de-
bido a 'la presencia de algin virus adventicio en el cerebro del Calomys.

En consecuencia, se buscé alguna metodologia selectiva que permi-
tiera discernir entre estas posibilidades. Dado que se sabia que las
particulas PI de virus Junin son resistentes a la irradiacién con luz
UV (22), mientras que las variantes de crecimiento lento asi como los

virus adventicios posiblemente necesitarian su genoma intacto para e-
jercer su accién interferente, se decidid. realizar un experimento simi-
lar al anterior, pero irradiando con luz UV previamente los materiales
a ensayar. Este procedimiento eliminaria las dos Gltimas alternativas.

Por otra parte, los elevados porcentajes de interferencia que pre
sentaban algunas de las muestras ensayadas, por ejemplo la muestra del
Calomys 29, llevd a pensar que el fendmeno de interferencia era dema-
siado importante para ser causado solamente por particulas PI. En con-
secuencia se decidi6 realizar un control con cerebro normal, con el
objeto de descartar algin factor inespecifico.

Para la realizacién del experimento se eligieron 5 muestras de ce
rebro que presentaban fendmeno de autointerferencia (Calomys 22, 29,

30, 33 y 41). De cada material se tomaron dos alicuotas, una de las cua-



-134-

les se irradiado durante 6 min. Posteriormente, se realizé un ensayo de
interferencia con ambas alicuotas, siguiemdo el protocolo descripto en
la seccién 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.musculinus normal, estuvieran o no irradiadas, inhibieron aproxi-

madamente el 100 % de las placas del virus estandar.

En consecuencia estos resultados no permitieron concluir nada acer
ca de las particulas PI, pero apoyaron la presuncién de la existencia
de otro factor interferente; dado que el cerebro normal inhibié en la
misma proporcién que el resto de los materiales y solamente se podria
descartar que la interferencia fuera debida a la replicacién activa de
algin agente viral.

La existencia de un factor(es) interferentes en los cerebros de

los C.musculinus normales, complicaba los intentos de establecer la pre

sencia de particulas PI en las poblaciones virales del cerebro y su po-
sible papel en la persistencia.

En vista de estos resultados se:.pensd que seria posible demostrar
la presencia de particulas PI,utilizando-dcs estrategias diferentes:

.- Diferenciar las actividades interferentes por sus mecanismos de

accioén.
.- Separando fisicamente las actividades interferentes.
Se sabia que las particulas PI ejercen su accién dentro de la cé-

lula. Por otra parte, los estudios realizados con otros factores inter-
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TABLA 13

ACTIVIDAD INTERFERENTE DE CEREBROS DE C. musculinus INFECTADOS SOBRE LA MULTI-
PLICACION DEL VIRUS JUNIN

MATERIAL INOCULADO# N° DE PLACAS* % DE INHIBICION

Control de virus estandar +
virus medio de cultivo 58,3 0

cerebro normal +

medio de cultivo 0,0 --
Cerebro cerebro normal +
normal virus estandar 6,5 89

cerebro normal irrad.+
virus estdndar 15,0 74

cerebro Cal 29 +

medio de cultivo 0,0 --
Cerebro cerebro Cal 29 +
Calomys 29 virus estandar 0,0 100

cerebro Cal 29 irrad.+
virus estandar 0,0 100

cerebro Cal 30 +

medio de cultivo 0,0 : --
Cerebro cerebro Cal 30 +
Calomys 30 virus estandar 4,5 92

cerebro Cal 30 irrad.+
virus estandar 3,0 95

cerebro Cal 33 +

medio de cultivo 0,0 --
Cerebro cerebro Cal 33 +
Galomys 33 virus estandar 0,0 100

cerebro Cal 33 irrad.+
virus estandar 0,0 100

centinua...///
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A1
TABLA 13 (continuacién)
MATERIAL INOCULADO# N° DE PLACAS* % DE INHIBICION
cerebro Cal 22 +
medio de cultivo 0,0 --
Cerebro cerebro Cal 22 +
Calomys 22 virus estandar 5,5 91
cerebro Cal 22 irrad.+
virus estandar 6,5 89
cerebro Cal 41 +
medio de cultivo 0,0 --
Cerebro cerebro Cal 41 +
Calomys 41 virus estandar 0,0 100
cerebro Cal 41 irrad.+
virus estandar 0,0 100

#: Las muestras de cerebros se utilizaron en dilucidén 1:10. E1 stock de

virus Junin estandar fue obtenido en células Vero, con un titulo de

3 x 106

UFP/ ml y se utilizé en dilucién 1:10.000.

*: Cada una de las muestras se ensayd por duplicado y el nimero de placas

es el promedio de ambas experiencias.




-137-

ferentes de origen celular, hacian suponer que la actividad antiviral
estuviera mediada por un bloqueo de los receptores celulares, impidien
do la adsorcidn y en consecuencia la entrada del virus estdndar.

En funcién de este supuesto y sabiendo que las particulas PI al
igual que las particulas salvajes, se adsorben irreversiblemente luego
de un periodo de tiempo, se podia suponer que si se dejaban adsorber
suspensiones de cerebros infectados (que tendrian particulas PI y el
factor celular) durante una hora, y luego se lavaba la monocapa se
lograria eliminar el factor interferente celular, cuando ya las parti-
culas PI estuvieran adsorbidas, pudiendo de esta forma realizar ensayos
de interferencia especificos para particulas PI.

En consecuencia, se debia establecer en primer lugar si diluyendo
las suspensiones de cerebro se eliminaba el factor celular,o si luego
de adsorber dichas suspensiones a monocapas celulares se podia
remover el factor con lavados sucesivos.

Con este objeto, distintas diluciones de una suspensién 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 PBS y posteriormente fueron infectadas con una dilucién a-
propiada de virus estandar segin fue descripto.

La tabla 14 muestrg los resultados obtenidos con los distintos pro-
cedimientos, observandose que la actividad interferente disminuye a me-
dida que se diluye la suspensién de cerebro, pero afin estd presente en

una dilucién 1:100. Ademds los lavados previos a la infeccién con virus

estandar no eliminaron el factor interferente.
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TABLA 14

CAPACIDAD INHIBITORIA DEL CEREBRO DEL Calomys musculinus NORMAL SOBRE LA

INI..CTIVIDAD DEL VIRUS JUNIN

SUSPENSION DE CEREBRO

N° DE PLACAS Y % DE INHIBICION RESPECTO DEL CONTROL*

DE Calomys NORMAL SIN LAVADOS CON LAVADOS
(dilucién) 1 lavado 2 lavados | 3 lavados
concentrado _390(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 51,0(0%)

*. Cada dato de la tabla es el promedio de dos experimentos. Se tomd como

control el nidmero 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 c€lula ain cuando se intente su eliminacién con lavados exhauti-
vos, siendo mids efectiva la dilucién de las suspensiones de cerebro
para eliminar dicha actividad.

En consecuencia, se podria intentar diluir mis de cien veces las
muestras de cerebro con el objeto de hacer indetectable la actividad
interferente celular. Pero dado que en materiales virales enriquecidos
experimentalmente en particulas PI, se obtienen concentraciones tales
que su actividad interferente no es detectable cuando son diluidas
mds de 100 veces, es imposible utilizar dicha estrategia.

Se planted como alternativa la posibilidad de separar la actividad
interferente celular,de las particulas PI por centrifugacién diferen-
cial. Se satia que las particulas PI no pueden ser separadas por esta
técnica de los viriones. Ademias Coto y col (9), demostraron que el vi-
rus Junin obtenido de cerebro de ratén blanco sedimenta con las fraccio
nes citoplasmiticas (mitocondrial y microsomal), y que entre ambas frac
ciones retienen el 100% de la infectividad viral, mientras que en la
fraccién nuclear y soluble permanece menos del 1% de total de virus.

Con la esperanza de que la actividad interferente celular sedimen-
tara en una sola de las fracciones citoplasmiticas, o quedara en la frac
cién soluble, se realizé el fraccionamiento subcelular de un homogeneiza
do de cerebros de Calomys adultos como se describié en Materiales y Méto

dos.

Con cada una de las fracciones obtenidas se realizaron sendos ensa-



4.4.2.

-140-

yos de interferencia. Los resultados se muestran en la tabla 15.

Se observa que la actividad interferente celular, se distribuye
casi en su totalidad entre las fracciones mitocondrial y microsomal,
presentando en consecuencia el mismo perfil de sedimentacidén que el
virus Junin, lo cual hace imposible la separacién mencionada por cen
trifugacién diferencial.

La actividad interferente presente en nicleos y fraccién soluble
es debida posiblemente a contaminaciones que se eliminarian con una
mayor cantidad de davados.

Si bien se habia fracasadp en el logro de uno de los objetivos
propuestos, como era demostrar la participacién de las particulas PI
en la infeccién persistente, el hallazgo de la actividad interferen-

te en el cerebro del Calomys musculinus normal, planted la posibili

dad que esta actividad tuviera algin rol en la patogenia de la enfer-

medad.

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD INTERFERENTE PARA VIRUS JUNIN PRESENTE

EN EL CEREBRO DEL Calomys muscul inus

Las investigaciones sobre inhibidores virales han demostrado que
existen normalmente un nimero variable de inhibidores inespecificos
para distintos virus en los fluidos corporales (suero, leche, calostro,
saliva etc.), extractos de tejidos y tambien han sido descriptos en
cultivos celulares. (4,3,77)

Muchos de estos inhibidores serian producidos espontameamente,

mientras que otros serian detectados solamente después de aplicar al-

gin estimulo externo.
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TABLA 15

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD INTERFERENTE PRESENTE EN EL CEREBRO

DEL Calomys muscul inus

DE INHIBICION DE DISTINTAS DILUCIONES DE LAS FRACCIONES SUBCELULARE

FRACCION %

SUBCELULAR RESPECTO DEL CONTROL *
concentrada 1:10 1:100

ndcleos nh 7 8

mitocondrias . 91 79 1

microsomas 90 47 4

fraccidén soluble’ 40 2 0

homogeneizado

total 86 56 6

*: Los resultados representan los porcentajes de inhibicién en el nimero de

placas obtenidas para cada dilucién de las distintas fracciones, respecto de

un control de virus estiandar sélo, que originé 85 placas. Cada resultado es

el promedio de dos muestras procesadas simultdneamente.
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Los inhibidores tienen una variada composicidn quimica.y modos de
accién. Algunos tienen actividad monoespecifica, mientras que otros
tienen un amplio rango de accién.(37)

Con referenciza al virus Junin, existe un trabajo del afio 1970 de
Garay y 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 como mecanismo de accién, un retardamien-
to en la velocidad de adsorcién del virus a la célula, aumentando asi
la tasa de inactivacién térmica del virus en el sobrenadante.

El factor inhibidor también fue aislado de ratones recién nacidos,
pero presentd menor actividad que el factor obtenido de ratones adultos.
(14)

Finalmente los autores discuten un posible papel de este factor
sobre el desarrollo de la resistencia a la encefalitis viral que pre-
senta el ratén adulto respecto del ratén lactante. Postulan la proba-
ble participacién del factor retardando la multiplicacién viral e in-
terfiriendo el pasaje del estimulo antigénico a la sangre, lo cual re
tardaria la respuesta inmunoldgica, que como se sabe es la efectora fi:

nal de la enfermedad.

Si ahora se analizan los titulos virales obtenidos de: cerebros de

C.musculinus crdnicamente infectados, se observa que los niveles alcan

zados cuando los animales son infectados neonatalmente son mucho mis al-
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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 podria postular una
posible correlacién cntre ambos factores. Asi mismo, extrapolando los
resultados de Garay y Parodi que demoséraban una mayor actividad inter
ferente en los cerebros de los ratones adultos, se podria suponer que
la actividad antiviral presente en el cerebro del Calomys estd rela-
cionada con la madurez del animal.

Con el objeto de demostrar si exitia alguna relacidn entre la e-
dad del animal y la actividad interferente, se sacrificaron animales
normales de 1, 7, 21, 30, y 60 dias de edad y se cosecharon sus ce-
rebros. Posteriormente se homogeneizaron .cantidades iguaies (1 gr) de
cerebro de cada grupo.

Las distintas muestras fueron fraccionadas por centrifugacién di-
ferencial como se describi6é en la seccién 3.12. Se conservaron las
fracciones mitocondrial y microsomal, en las que se ensayd su activi-
dad- interferente.

Los resultados se muestran en la 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 mayoria
de las diluciones utilizadas los porcentajes de interferencia obteni-
dos con las muestras de cerebros de animales de 1 dia: son compara-
bles con los de animales de 60 dias.

En consecuencia, la posible relacién 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 *

(dias) concentrada 1:10 1:100
1 76 60 6

7 80 51 14

21 83 41 0

30 81 32 4

60 77 53 0

FRACCION MICROSOMAL

.{ EDAD DEL % DE INHIBICION DE DISTINTAS DILUCIONES DE LA FRACCION MICROSOMAL
ANIMAL RESPECTO DEL CONTROL *
(dias) _ concentrada 1:10 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 inhibicién en el ndmero de

placas obtenidas para cada dilucién de las distintas fracciones, respecto de

un control de virus estidndar s6lo, que originé 80 placas.
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rente y la madurez del animal no ha podido ser establecida para Calo-

mys musculinus.

Con el objeto de conocer algunas de las propiedades bioldgicas del
factor (es) interferente (s) se disefiaron una serie de experimentos

simples.

DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD ANTIVIRAL

Se probd la especificidad antiviral de la actividad interferente
de un homogeneizado de cerebro de Calomys adulto, mediante dos ensayos
de interferencia, uno frente a virus Junin y otro frente a VSV.

Los resultados de la tabla 17 muestran que la actividad interfe-
rente no es especifica para virus Junin, dado que la misma inhibid el
84% de las placas de VSV en su mayor concentracion.

Por otro lado, cuando la suspensidn de cerebro fue diluida 1:100,
ya no se inhibi6 la produccién de placas de VSY, por lo cual se podria

postular una afinidad diferente por los distintos virus.

MECANISMO DE ACCION

La actividad interferente presente en los cerebros de los Calomys,
se descubrié casualmente al intentar demostrar la presencia de particu-
las PI de virus Junin. Dado que lo que se intentaba probar era activi -
dad interferente de particulas virales, la metodologia utilizada no

contemplaba la posibilidad de inhibicién viral in-vitro, sino por el
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TABLA 17

DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD ANTIVIRAL DE LA ACTIVIDAD INTERFERENTE PRESENTE

EN EL CEREBRO DEL Calomys musculinus

VIRUS
JUNIN VsV
N° PLACAS % INHIBICION-| N° PLACAS | % INHIBICION

CONTROL DE
REFERENCIA S0* 0 # 33,5 0

concentrado 4 92 5,5 84
CEREBRO DE
Calomys 1:10 15 70 24,5 27
ORMAL

1 : 100 36 28 34 0

*: el namero de placas de cada ensayo es el.promedio de dos muestras procesadas

simultaneamente.

#i: el porcentaje de inhibicién esta referido al control de referencia, o sea 1la

muestra con concentracién 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
estandar.

Los experimentos realizados demostraron que el factor interferen
te actuaba eficazmente cuando se lo adsorbia previamente a la infeccién.

Con el objeto de comprobar si la actividad interferente también
se manifiesta por interaccion directa con el virus in vitro, se dise-
N6 el siguiente experimento.

Se mezclaron volumenes iguales (0,3 ml) de homogeneizado de cere-
bro normal con una suspensién de virus Junin conteniendo 200 UFP. Ade-
mds se prepar6 una mezcla control con virus.y.PBS.

Todas estas preparaciones se realizaron por triplicado, y se in-
cubaron a 37°C. A distintos tiempos después de la incubacién, se titu-
laron los sobrenadantes, tal como si se tratara de un ensayo de cinéti
ca de neutralizacién.

Los datos obtenidos fueron graficados en la figura 16. Se obser-
va que existe inhibicién in vitro y que se establece en forma inmedié
ta. Sin embargo el esquema experimental no descarta que la accidén se
ejerza en el momento de la adsorcidn, como se demostré en los experi-
mentos anteriores.

Estos resultados conjuntamente con los de la tablg 14, donde se
demostraba que la actividad interferente esta presente en homogeneiza-
dos de cerebros diluidos atin hasta 1:100, indicarian que posiblemente

se obtengan resultados falsos negativos cuando se titulan homogenei-
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FIGURA 16

CAPACIDAD INHIBITORIA DEL CEREBRO DEL Calomys musculinus SOBRE LA INFECTI-
VIDAD DEL VIRUS JUNIN EN FUNCION DEL TIEMPO

O----OVIRUS JUNIN * BUFFER
o——e VIRUS JUNIN *+ HOMOGENEIZADO DE CEREBRO
Q
60 .
\\
\
\
\
o \‘
3 \
: y
w N
a [N
o \
= \
\
\
w + o
20 -
L—' \
1 1

30 60 TIEMPO (MIN,)



4.4.2.3.

-149-

zado provenientes de cerebros de C. musculinus.

Por otro.lado, comparando estos resultados con los obtenidos por
Garay y Parodi, se puede concluir que los factores interferentes no
son los mismos, dado que tienen distintos mecanismos de accidn, ya que
si bien ambos inhiben la infectividad in vitro, los autores no encontra
ron actividad cuando realizaron el experimento pretratando los culti-

vos de células Vero, previo a la infeccidén con virus Junin.

SENSIBILIDAD DE LA ACTIVIDAD INTERFERENTE A ENZIMAS PROTEOLITICAS Y

SOLVENTES LIPIDICOS

La caracterizacién fisico-quimica del factor interferente, se rea-
1iz6 en forma preliminar tratando distintas concentraciones de un ho-
mogeneizado de cerebro de Calomys normal con una solucidn de tripsina.
Se intent6 también caracterizar la sensibilidad frente a la accién de
soventes lipidicos, incubando una suspencidén concentrada de cerebro

con cloroformo, titulando luego la actividad interferente remanente.

Los ensayos de interferencia realizddos sobre las muestras trata-
das con la enzima, demostraron sensibilidad de la actividad interferen
te a dicho tratamiento, ya que la suspensidn sin diluir tratada, pre-
senté una actividad mucho menor que el control sin enzima, y la dilu-

cién 1:10 tratada no mostrd actividad. Tabla 18

Los resultados obtenidos por el tratamiento con solvente lipidico,
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TABLA 18

ACTIVIDAD INTERFERENTE PRESENTE EN EL CEREBRO DEL Calomys musculinus:

SENSIBILIDAD A LA TRIPSINA

MATERIAL ENSAYADO N° DE PLACAS* | % DE INHIBICION
PBS +
Stock de virus Junin# (control) 50 0

PBS + tripsina +
stock de virus Junin (control) 56 0

Suspensién de cerebro concentrada +

stock de virus Junin 5 90

Susnension de cerebro 1:10 +
stock de virus Junin 18 64

Suspn. cerebro conc. + tripsina +

stock de virus Junin 20 60

Susp. cerebro 1:10 + tripsina +
stock de virus Junin 49 2

#: El1 stock de virus Junin fue obtenido en células Vero, con un titulo de

3 x 10° UFP/ml y se utilizé en dilucién 1:10.000

*:Cada resultado es el promedio de dos muestras procesadas simultaneamente.
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TABLA 19

ACTIVIDAD INTERFERENTE PRESENTE EN EL CEREBRO DEL Calomys musculinus:

SENSIBILIDAD AL CLOROFORMO

MATERIAL ENSAYADO N° DE PLACAS* | % DE INHIBICION
PBS +
Stock de virus Junin (control) 50 0

Suspensién de cerebro concentrada +

Stock de virus Junin # 4 92

Suspensién de cerebro 1:10 +
Stock de virus Junin 15 70

+

Suspensién de cerebro 1:100
Stock de virus Junin 36 28

+

Susp. cerebro conc. + CHCl3
Stock de virus Junin nh nh

+

Susp. cerebro 1:10 + CHCl3
Stock de virus Junin 23 54

+

Susn. cerebro 1:100 + CHCl3
Stock de virus Junin 45 12

#: E1 stock de virus Junin fue obtenido en células Vero, con un titulo de
3Ix 106 UFP / ml y se utilizd en dilucidén 1:10.000
*: Cada resultado es el promedio de dos muestras procesadas simultdneamente
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se resumen en la tabla 19. Si bien los datos de porcentajes de inhibi-
cién son menores para las muestras tratadas con cloroformo que para
las no tratadas, las diferencias alcanzadas no son significativas pa-
podcr ccncluir sobre la vresencia o no de lipidos en la actividad in-
terferente.

Por el contrario, los resultados presentados en<lé tabla..18, per-

miten asegurar la participacién de proteinas en dicha actividad.

OONCLUSIONES PARCIALES

La presencia de un factor inhibitorio inespecifico en el cerebro

de C. musculinus dificulta la interpretacién de los aislamientos vi-

rales y la deteccidén y participacién de particulas PI en la persisten-
cia viral.

Los experimentos destinados a caracterizar la actividad inter-
ferente determinaron que-actua a nivel de la adsorcidn viral y que su
efecto puede ser revertido vor dilucién de los materiales a ensayar.
El factor que media dicha actividad, podria tener algin papel en la

patogenia viral, aunque no ha sido posible establecerlo.
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4.4.4. DETECCION DE VARIANTES TERMOSENSIBLES PRESENTES EN LAS POBLACIONES VI-

RALES AISLADAS DE CEREBROS DE Calomys musculinus PERSISTENTEMENTE IN-

FECTADOS CON VIRUS JUNIN

Los estudios relacionados con el papel de mitantes virales en los
mecanismos patogénicos de las distintas enfermedades virales, han de-
mostrado que las mutantes de caracter termosensible (ts) presentan
patogenicidad alterada para animales de experimentacidn.

Por ejemnlo, distintas mutantes ts de VSV han producido enferme-
dades neuroldgicas lentas en ratones y hamsters, en lugar de la tipica
enfermedad rapida causada por las cepas salvajes. (69,70,80)

Algunas mutantes ts de sarampidn son capaces de producir hidrocefalias
en lugar de la encefalitis inducida por la cepa salvaje. (20) Mutan-
tes ts de Fiebre Aftosa con virulencia reducida para el ratdn, han de-
mostrado manifestaciones leves de la enfermedad cuando son inoculadas

en novillos. (72)

Estos antecedentes, conjuntamente con las evidencias aportadas por
Damonte y Coto (1979), demostrando que el virus liberado por células
Vero persistentemente infectadas con virus Junin es ts, hizd conside-
rar la posible seleccién de mutantes ts en la infeccién crénica del Ca-

lomys musculinus, tal como ocurre in vitro. (13)

En primer termino se decidi6é determinar el tipo de noblacién viral
nresente en los cricétidos persistentemente infectados y para lo cual

se titularon nor UFP en células Vero a 37°C y 40°C simultidneamente
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algunos de los homogeneizados de cerebro de Calomys con aislamiento po-
sitivo en ratén lactante.

En muchos de los casos la obtencién de placas se vio complicada
por la existencia del factor inespecifico presente en el cerebro de los
cricétidos, que fuera descripto en la seccién 4.4.2..

A pesar de ello, fue posible analizar 11 homogeneizados de anima-
les persistentemente infectados, sacrificados entre los dias 40 y 343
p.i., los que fueron titulados a las temperaturas anteriormente sefia-
ladas. Con los datos obtenidos se calcularon las eficiencias de pla-
queo (EDP) como la relacién UFP 40°C / UFP 37°C, considerando varian-
tes ts a aquellas muestras con EDP menor que 0,1. Los resultados se
presentan en la tabla 20.

Se detectaron 7 muestras con EDP entre 0,02 y 0,008, mientras que
los restantes materiales presentaron EDP inferiores al valor corres-
pondiente a la cepa parental.

Estos resultados permiten concluir, que existe una marcada tenden
cia de la poblacidn viral a comportarse con caracteristicas ts.

Pero este estudio solamente analizd las poblaciones virales pre-
sentes cuando ya se habia establecido el estado de infeccidn pefsisteg
te, y resultaba interesante determinar si la seleccidn de dichas mutan
tes se producia en forma inmediata o sufria un proceso lento de evolu-
cién con una tendencia favorable a su seleccidn.

Con este fin se realizé un estudio de los fenotipos de los stocks
de virus Junin existentes en-el laboratorio (incluyendo 2 de los utili-

zados para iniciar las infecciones en Calomys) 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 CRONICAMENTE INFECTADOS

TIEMPO DE SACRIFICIO TITULO # EFICIENCIA DE §
( dias p.i.) 37°C 40°C PLAQUEO (40/37)
40 6,1 x 10° 3,5 x 10° 0,057 *

90 7,6 x 10° 1,6 x 10° 0,02
94 8,9 x 10° 8,9 x 10! 0,1

04 2,0 x 10° 1,6 x 10° 0,008 *
129 3,5 x 10° 3,0 x 10° 0,0085*
130 1,5 x 10° 4,1 x 10° 0,027 *
161 2,7 x 10° 1,9 x 10° 0,07 *
200 5,0 x 10° 2,8 x 10° 0,56
225 1,1 x 10 2,4 x 10° 0,22
343 3,7 x 10 3,2 x 10° 0,086 *
343 2,4 x 10° 2,5 x 10° 0,1

#: expresado en UFP/ml.
&: EDP del virus parental: 0,61

*: poblacién viral enriquecida con variantes ts.
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rales aisladas de los cricétidos inoculados y sacrificados a distintos
tiempos p.i..

En la figura 17 se han graficado los logaritmos de las EDP que
presentaron las distintas muestras estudiadas.

F1 analisis comparativo de los resultados muestra que la evolu-
cidén de la persistencia estd :correlacionada con una disminucién en los
valores de EDP.

Como se puede observar en la figura 17A, los valores de log de EDP
obtenidos para los stocks de virus Junin no presentaron mucha disper-
sién y se distribuyeron en un estrecho rango ( 0 a -0,45), demostran-
do que dichas poblaciones tienen EDP muy 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 EDP menores (-0,13 a -1,88); que se pone totalmente de manifiesto
cuando se analizan los resultados obtenidos para animales persistente-
mente infectados (figura 17D), donde la mayoria de los 1qgEDP estan
por debajo de -1, llegando a valores tan bajos como -2,1, demostrando

asi un enriquecimiento de las poblaciones virales en variantes ts en

funcién del tiempo.

Por otro lado, se podria 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 nosibilidad que existieran variantes ts
cuyos fenotipos fueran emmascarados por estar en poca cantidad, dado

que las preparaciones virales obtenidas de cerebro de ratdn asi 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 ditchos stocks, como se nuede ver en la columna B de 1la fi-
gura 17.

El andlisis de 8 clones derivados del stock cuya EDP ha sido gra-
ficado como una estrela (<) en la columna A de la figura 17, demues-
tra que no hay ningin clon ts y que ademids el rango de log de EDP ob-
tenido (-0,16 a - 0,48) es similar al presentado por los stocks de la
columna A. En consecuencia, si existen variantes ts en los stocks de
partida, las mismas estarian en tan baja proporcién que el muestreo
realizado no pudo deteetarlas.

Por otro lado, el andlisis de las poblaciones virales aisladas du-
rante las etavmas aguda y crénica, muestra una marcada tendencia hacia
la seleccién de poblaciones virdles ts que persisten en los cerebros
de los animales. Ademis esta seleccidn ocurre en casi todos los animales
estudiados y de manera bastante ripida, lo cual no apoyaria la hipdtesis
de que estas variantes se han derivado de otras preexistente en los pe-
quefios indculos con que se inician las infecciones.

Las poblaciones virales obtenidas de cerebros de C. musculinus, tam

bién son heterogéneas en su composicién, y algunas estdn mis enriqueci-
das que otras en variantes ts.
Con el objeto de confirmar este punto y demostrar que el fenotipo

ts es estable,al menos luego 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 Calomys que habian presentado caracteristicas

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 formacién de placas a 37°C, calculdndose la EDP en.
base a las dos temperaturas de crecimiento.

Las EDP calculadas se graficaron en la figura 17D como estrellas
(4#—) en las mismas columnas de las EDP de 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 (lod EDP: -0,6) y otro con un ma
rcado fenotipo ts con EDP: 0,018 (log EDP: -1,75).

Para la otra muestra estudiada con EDP: 0,07 (log EDP: -1,16), se
obtuvo solamente un clon que presentd una EDP: 0,025 (log: -1,60), de-
mostrando asi un mayor caracter ts que la poblacién de la que se obtu-
vo.

Por lo tanto se comprueba que las poblaciones no son puras y
que las mismas se enriquecen en particulas ts. Por otro lado, el feno-
tipo ts es estable alin después de crecer las variantes en células Ve-
ro, descartando asi que el fenémeno observado fuera un artefacto cau-

sado por la multiplicacién viral en los cerebros de C. musculinus.

Este fenémeno, asi mismo, ha sido analizado por Holland (26) y

cada vez es mis encontrado enh la bibliografia de distintos modelos vi-

rales.
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4.4.5. DETECCION DE VARIANTES SEROLOGICAS EN LA INFECCION CRONICA DEL Calomys

musculinus CON VIRUS JUNIN

Las alteraciones antigénicas a nivel de proteinas de la superficie
viral causadas por mutaciones, han demostrado ser uno de los mecanismos
que permitiria a los virus escapar de la vigilancia inmunolégica, evi-
tando ser reconocido por los anticuerpos circulantes, estableciendo asi
una infeccién persistente.

Este mecanismo ha sido descripto en caballos que sufren Anemia in-
fecciosa equina (35) y en ovejas portadoras del virus Visna (52,53).

Correlacionando estos conocimientos con una de las mayores incog-
nitas planteadas por el presente modelo de infeccién, como es la coe-
xistencia de virus en distintos o6rganos y viremias fugaces, con altos
titulos de anticuerpos neutralizantes, 1levé a plantear la posibilidad
de la existencia de una desviacién antigénica para el presente modelo
viral.

Para comprobar esta hipdtesis, se compararon muestras de virus ais
lado de Calomys persistentemente infectados con el virus parental = me-
diante técnicas seroldgicas, para comprobar posibles variaciones anti-
génicas.

Con este fin se realizaron ensayos de neutralizacién in vitro, en-
frentando diluciones de los sueros de cuatro animales crdnicamente in-
fectados, con las poblaciones virales aisladas de los cerebros o glan-
dulas salivales de dichos animales. Simultaneamente los mismos sueros
se enfrentaron con el virus parental con que se inici6é la infeccién

(nroveniente de un stock obtenido de cerebro de ratén blanco) y al mis-
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mo virus parental nero con un pasaje posterior por cerebro de Calomys
musculinus neonato (Tabla 21).

Los resultados de la tabla .21, muestran que los sueros de los
cricétidos neutralizan en alto titulo a la cepa parental, obtenida en
ratén blanco, mientras que la camacidad de neutralizar a su propio vi-
rus estid reducida notablemente, siendo la diferencia entre los titulos
de por lo menos tres diluciones seriadas en base dos, en la mayoria de
los casos.

El mismo comportamiento se observé al comparar los titulos obteni-
dos usando como antigeno 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 fenémeno sea debido a una influencia del sustrato celu-
lar donde multiplica el virus.

Otro dato interesante, fue el obtenido con el Calomys 1245 que
presentd variantes serolégicas tanto en la poblacién aislada de cere-
bro asi como en la de glandulas salivales.

Estos resultados permiten confirmar la aparicién de variantes se-

rolégicas en las poblaciones virales persistentes en Calomys musculi-

nus, y seran tratados mas extensamente en la discusién.



TABLA 21

TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DE SUEROS DE C. musculinus CRONICAMENTE INFEC-

TADOS CON VIRUS JUNIN, FRENTE AL VIRUS PARENTAL Y AL VIRUS PERSISTENTE.

SUERO VIRUS

Calomys | CEPA PARENTAL (1) | CEPA PARENTAL (2) | PERSISTENTE (3)| PERSISTENTE (4)
N° (ratén blanco) (Calomys heonato) (cerebro) (gland.salival)

1143(3) 2560(C) 5120 320 (11%3) nh

115, @) 2560 2560 320 (1153) nh

1197(b) 2560 nh 6a0 (11%7) nh

124, () 1280 nh 160 (12*s) 160 (2*s)

(1): cepa parental proveniente de cerebro de ratén blanco.

(2): cena narental con un pasaje por cerebro de Calomys musculinus neonato.

(3): virus persistente obtenido del cerebro del Calomys cuyo numero figura entre
paréntesis.

(4): virus persistente obteni

ro figura entre paréntesis.

do de las glandulas salivales del Calomys cuyo nime-

(a):
(b):
©):

animal inoculado por via i.n. y sacrificado a los 70 dias p.i.

animal inoculado por via.i.p. y sacrificado a los 80 dias p.1i.

titulo de anticuerpos neutralizantes expresado como la mayor dilucidn 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 realizd con el virus correspondiente.
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4.4.6. PARTICIPACION DEL INTERFERON EN LA INFECCION PERSISTENTE DEL Caiomys

musculinus CON VIRUS JUNIN.

La participacién del interfer6én (IFN) en la patogenia de distin-
tas enfermedades virales ha sido claramente establecida para distintos
modelos de infeccién aguda y crénica.

Los estudios sobre IFN relacionados con virus Junin, indican que
el virus induce bajos niveles de la-proteina antiviral, tanto in vitro
como in vivo, en los sistemas ensayados (pollo y ratén in vitro y ratén
y cobayo in viva). (27,83)

Un estudio realizado sobre la infeccidn persistente de células de
ratén con virus Junin, permitié postular que en ese sistema se produ-
ce IFN que actia como factor regulador de la persistencia. (89)

Considerando la induccién de bajos niveles de IFN por virus Junin
como parte de la estrategia del agente para lograr su perpetuacién en
la naturaleza, se plante6 el interrogante de la importancia del IFN en
el establecimiento o mantenimiento de la persistencia en el Calomys.

Con el fin de investigar esta cuestién, se desarrollé un esquema
experimental bara ensayar actividad de IFN .en bazos de .Calomys persis-

tentemente infectados con virus Junin o sanos.

Los sobrenadantes de homogeneizados de dichos &rganos se trataron

y probaron como se detalld 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 multiplicacidén del virus VSV significativamente, pero los porcen-

tajes de inhibicién obtenidos a partir de muestras de bazo de anima-
les sin infectar (controles normales), fueron tan altos como los de
animales infectados. Solamente 1 control de 4 que se estudiaron, pre-
sent6é bajo porcentaje de inhibicién.

Estos resultados no permiten sacar ninuguna conclusién en relacién
con el rol del IFN en la infeccidn persistente, aunque demuestran una
produccidén basal de IFN en algunos de los animales de nuestra colonia.

Los estimulos que provocan esta produccidén de IFN no se conocen,
pero podrian deberse a cualquier infeccién inaparente presente en la
colonia de animales, dado que estos cricétidos no estdn libres de patd

genos y soulamente son testeados por la presencia de virus Junin o LCM.
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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, % 1,40 x 10° 40,6
* 7
C.m. 1237 1,83 x 10 92,3
Cm. 24, * 3,23 x 10° 98,6
T Tad ’ ’
7
* .
C.m. 33b2 3,70 x 10 84,3
C.m. 30, * 1,15 x 10° 99,5
7
C.m. 284 * 5,20 x 10 77,9
C.m. normal 1 6,83 x 108 4,5
C.m. normal 2 5,03 x 10° 97,9
C.m. normal 3 4,90 x 105 99,8
C.m. normal 4 9,60 x 10’ 95,9

#: expresado en UFP / ml.
*: Calomys musculinus persistentemente infectados, sacrificados a distintos tiempos
p.i., luego de superar los 60 dias de infeccién.




-166-

5. DISCUSION

Dado que el Calomys musculinus tiene un papel preponderante en el

mantenimiento del virus Junin en la naturaleza, el presente trabajo
estuvo dirigido al conocimiento de la interaccién virus - huésped, ba-
jo condiciones de laboratorio, que intentaron reflejar la infeccién
natural.

Con este propdsito- se consideraron tres factores principales:

el huésped, la cepa de virus, y la via de inoculacién.

El huésped: Se mantuvo una colonia de Calomys musculinus cerrada
pero no endocriada, con el objeto de no seleccionar ningin caracter
genético esnecial, que nudiera favorecer una determinada respuesta a
la infeccién.

Todos los animales inoculados fueron sensibles a la infeccidn,
demostrando que ellos no son resistentes naturalmente. Aln asi, los
diferentes perfiles de infeccién en neonatos o adultos, podrian ser de
bidos a factores de heterogeneidad genética. Esta posibilidad podra

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
cacidn viral. Los animales sobrevivientes a la infeccibén, pueden estar
persistentemente infectados o haber clarificado el virus. En ambos ca-
sos se detectd la presencia de anticuerpos neutralizantes, pero las le-

siones en cerebro estuyieron solamente asociadas con presencia de virus.
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Aparentemente la inmunidad humoral no jugaria un papel fundamental en
la eliminacién del virus, ni en la produccién de lesiones. AGn asi la
presencia de anticuerpos puede ser responsable de la falta de viremias
detectables luego de la etapa aguda de la infeccién, aunque esta situa-
cibn seria revertida con la aparicién de variantes serolégicas que es-
caparian a la vigilancia inmunolégica humoral.

Esta situacidn es similar a la presentada en la infeccién crénica
del ratén con virus LCM, en la cual también anarecen anticuerpos que
no son eficaces para la eliminacién viral., (19)

Cena de virus: Por razones de seguridad se trabajd con la cepa

XJ Cl3 de virus Junin, atenuada nara el hombre. Esto podria sugerir que
el uso de una cena de laboratorio nuede cambiar el patrén de la infec-
ci6én, nues las cepas naturales son virulentas para el hombre. Esto nue
de ser verdad y serd discutido mis tarde, pero alternativamente, no hay
ninguna razén nara descartar la existencia de cepbas avirulentas en la
naturaleza. Es sabido que el niamero de casos de Fiebre Hemorragica Ar-
gentina ha disminuido drasticamente desde 1958. (17) Ademds, muchos
individuos en el irea endémica han presentado anticuerpos especificos
contra virus Junin sin enfermedad previa, indicando la existencia de-
infecciones subclinicas o inaparentes, lo que podria deberse a infeccio
nes con cepas atenuadas. (17, 95, 96)

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que en el binomio

Calomys musculinus - XJ Clg la aparici6n de las lesiones estd determina-

da por la m.: -:ncia de virus, y que la resnuesta humoral no es suficien-
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te para la eliminaci6n viral en la mayoria de los casos.

Estas observaciones difieren de las halladas en Calomys musculinus

infectados con cepas patdgenas de virus Junin. En esta situacién a pe-
sar de haberse encontrado por inmunofluorescencia un:gran nimero de
neuronas con determinantes antigénicos virales, no fue posible aislar
virus infeccigso, ni descubrir lesiones anatomopatolégicas.

Otra diferencia encontrada cuando se comparan los resultados obte-
nidos con estas cepas es la eliminacién de virus por orina y saliva.

Por otro lado, en el modelo con XJ Cl3 no se obtuvieron distintas
resnuestas al variar la dosis inoculada, mientras que utilizando cepas
de camo la eliminacién de virus fue dependiente de la dosis, cepa y
edad de los animales al momento de la infeccién. (76)

Las variaciones de los patrones de infeccién dependiendo de la ce-
pa de virus Junin utilizada, se conocen también en otros sistemas ani-
males como rata (2), cobayo (38) y marmoset (15). Es interesante sefialar
el marcado neurotropismo de la cepa XJ Cl3 en todos estos huéspedes.

Estos resultados sugieren una reflexién sobre la definicién de los
marcadores de virulencia o alternativamente de atenuacidn para una deter
minada cepa de virus. Es conocido que de todas las cepas de virus Junin,

la XJ C1, es la mis atenuada, sin embargo no se comporta como talen C.mus-

3
culinus a diferencia de las cenas salvajes que no causan enfermedad en

esta especie, por lo que seria muy importante definir estos marcadores
con precisidn para cada esnecie y condiciones, y ser muy precavido para

efectuar extranolaciones.
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Vias de inoculacién: La diferencia mias marcada entre las dos vias

utilizadas, fue que los C.musculinus mayores de 21°dias no fueron sus-
ceptibles a la infeccién por via i.p..

Los resultados obtenidos al infectar adultos por via i.n. y con hem
bras infectadas naturalmente cuando amamantaban crias inoculadas, confir
maron que en la naturaleza puede existir transmisidén horizontal.

Los estudios realizados sobre transmisién vertical, demuestran que
la misma no ocurre. Si estos resultados se correlacionan con los obteni-
dos vor Sabattini y col (76), se puede concluir que la transmisién de
padres a hijos solamente se consigue por contacto con secreciones de los
padres contaminadas con virus, cuando ha terminado la etapa de lactancia,
dado que hasta entonces existiria una proteccién pasiva por anticuerpos
maternos, aunque esta posibilidad ain no ha sido demostrada.

Un analisis comparativo de las vias i.p. e i.n., demuestra una mor-
bimortalidad significativamente menor para la Gltima.

Ambas vias de inoculacidén tuvieron como 6rgano blanco de la infec-
cién al cerebro, y ocasionalmente las gliandulas salivales. Mientras
que én la infeccién natural de las hembras nodrizas, se encontré también
involucrado el bazo durante la persistencia viral, aunque en ningin caso
pudo aislarse virus infeccioso de este 6rgano.

Resumiendo las caracteristicas de este modelo experimental de infec-
cidn persistente se presentan las figuras 18 y 19.

El esquema de la figura 18, muestra el curso de la infeccién expe-

rimental del Calomys musculinus con virus Junin, cuando se inoculan ani
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males adultos o neonatos por via i.n. o i.p..

Se puede distinguir una primera etapa, fase aguda, durante la cual
los animales pueden enfermar o no, en porcentajes variables segin la
via de inoculacién. Una proporcién de los cricétidos enfermos, muere,

y los sobrevivientes presentan un estado de infeccién persistente con
nresencia de altos titulos de virus y de anticuerpos neutralizantes.

Algunos de los animales crénicamente infectados quedan disminuidos
en tamafio, como secuela de la infeccidn aguda.

Los animales que no presentaron sintomas,pueden a su vez convertir
se en portadores del virus anarentemente sanos o haberlo eliminado defi-
nitivamente, pero en ambos casos se detectan altos titulos de anticuer-
pos neutralizantes.

La figura 19 resume las caracteristicas de la infeccidén experimen-

tal del C. musculinus neonato, de 1 a 2 dias de edad, que con algunas

pequefias diferencias son similares a las presentadas por los animales .
de hasta 11 dias de edad.

Los resultados mostraron un 90 % de morbilidad con dos dias de in-
cidencia predominante, 7 y 15 p.i.; 70 3 de mortalidad con mayor preva-

lencia entre los dias 16 y 20 p.i.. R
Los aislamientos virolégicos a partir de sangre, demostraron vire-
mia desde el dias 4to p.i. haciéndose mds marcada alrededor delidia
13 p.i.
Se aisld virus de cerebro a partir del dia 6 p.i., alcanzando un

valor miximo al dia 11 n.i.



-----

FIGURA 19

CARACTERISTICAS DE LA INFECCION EXPERIMENTAL DEL C. musculinus NEONATO CON

VIRUS JUNIN
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Por otro lado, estudios hematoldgicos realizados en este laborato-
rio por Steyerthal y col., mostraron una importante neutrofilia, asi
como un aumento en el nimero de monocitos, entre los dias 13 y 18 p.i.,
encontrando en algunos casos predominio de neutréfilos respecto de la
cantidad de linfocitos totales. (comunicacidén personal)

Se puede observar que alrededor de la segunda semana de infeccién
se encuentran los maximos titulos virales, conjuntamente con un marcado
aumento en el ndmero de neutréfilos y monocitos, hechos que son conco-
mitantes con los mayores porcentajes de morbimortalidad. Estos resulta-
dos mids los aportados por los estudios anatomopatolégicos, que informan
el desarrollo de meningoencefalitis,mids o menos severas segin los casos,
conjuntamente con la deteccién de anticuerpos neutralizantes a partir
del dia 11 p.i., hacen presumir que las alternativas entre el estableci-
miento.de una infeccidén persistente, la eliminacién viral o la muerte
se establecen durante este periodo, segin sea el equilibrio estableci-
do entre los factores mencionados. Ademis a partir de este momento se
comienzan a seleccionar variantes virales que pueden favorecer la persis
tencia viral.

Los animales que superan la etapa critica, tienden a normalizar su
hematologia, presentan en todos los casos anticuerpos neutralizantes,
con presencia o no de virus en cerebro, hecho que tiene aparejado la e-
xistencia o no de lesiones encefdlicas.

La viremia se negativiza con la aparicién de los anticuerpos, aunque

posteriormente se pueden detectar algunas viremias fugaces, posiblemen-
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te causadas por la generacién de variantes serolégicas que escapan a
la vigilancia humoral.

La presencia de virus en glandulas salivales se pudo detectar a
partir del dia 20 p.i., aunque la infeccidén de estas glandulas tuvo

menor incidencia que la presentada por el cerebro.

Los resultados presentados en este trabajo. indican que la infec-

cidén del Calomys musculinus con la cepa XJ C13 de virus Junin conduce
a una situacidn dnica, diferente de las presentadas en otras infeccio-

nes de huéspedes naturales (Calomys callosus con virus Machupo (94),

Mastomys natalensis con virus Lassa (91), Sigmodon hyspidus con virus

Tamiami (97) y Mus musculus con virus LOM (148)), en las que la infec-

cién perinatal 1lleva a infecciones persistentes. con alta produccién de
virus, nerc con ausencia de lesiones o sintomas clinicos.

En algunos aspectos, los resultados obtenidos en este trabajo, son
similares a los informados para otras infecciones crdnicas de arenavirus
en roedores de laboratorio, diferentes de los reservorios naturales.

Por ejemplo se nuede citar la infeccién de la rata con los virus
Junin o LOM (2,50), y del ratdén y rata con virus Tamiami (97). Aln asi,
aunque en estas situaciones ocurre dafio encefilico, la aparicién de an-
ticuerpos neutralizantes determina la desaparicién de virus infeccioso
de cerebro.

El hecho de que en todos los Calomys que mostraron sintomas clini-
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cos o lesiones en cerebro, se aislara virus Junin de cerebro, indica
que es necesaria una infeccién productiva para la aparicioén de dafio
histico.

Con las evidencias presentes no es posible establecer si las
alteraciones observadas, son debidas a éfecto citopatico directo del
virus,o si estan operando alternada o simultineamente mecanismos in-
munopatolégicos, como ocurre en la mayoria de las infecciones con are-
navirus. (40,41)

Sin embargo, diversos experimentos realizados en este laboratorio
por Coulombie, con C. musculinus infectados con virus Junin y tratados
con ciclofosfamida o suero antitimocito, permiten alentar la posibili-
dad de que las lesiones sean producto de una inmunopatologia de origen
escencialmente celular. (10)

Por otro lado, es importante recordar que la infeccién crénica no
mata al animal, ni an en forma tardia, dado que se han estudiado anima

les de hasta 500 dias p.i. Ademds la esperanza de vida del Calomys muscu-

linus silvestre no supera los 90 dfas de edad, por cuanto aunque la in-
feccién crénica tuviera algin efecto letal a largo plazo (no detectado
en este trabajo), no tendria ninguna significacién sobre la cadena eco-
1l6gica del virus en la naturaleza, dado que el contagio entre animales

ocurriria muchos antes de que los efectos tardios pudieran manifestarse.
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ESTRATEGIA VIRAL PARA EL ESTABLECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE INFECCIONES

PERSISTENTES EN Calomys musculinus

Los antecedentes sobre factores involucrados en la regulacidn de
las infecciones persistentes para arenavirus, asignaban un rol preponde-
rante a la sintesis de particulas defectivas interferentes (PI). Estas
observaciones fueron hechas fundamentalmente con el modelo de LCM y al-
gunos trabajos realizados con virus Parani.

El virus Junin parece apartarse en parte de estos mecanismos de per
sistencia viral, ya que Damonte y Coto han demostrado en células Vero
infectadas persistentemente con este virus, que la progenie viral libe-
rada es termosensible y no interfiere con la replicacién del virus sal-
vaje. (13)

Los resultadbs obtenidos en este trabajo, refuerzan los datos lo-
grados in vitro, confirmando la participacién de mutantes ts. Asi mis-
mo se demostrd la aparicién de variantes serolbgicas. Este resultado
es de significativa imnortancia, dado que es la primera vez que se in-
forma la existencia de estas variantes para algin arenavirus.

La importancia y posibles roles que puedan tener estas variantes
seran discutidas a continuacién.

Por otro lado, como ya se mencionara, se tenian‘evidencias de la
participacion de particulas PI en el mantenimiento de infecciones per-
sistentes en células Vero.(21,22)

Los intentos por demostrar su participacién en el presente modelo

de infeccién crénica, fueron infructuosos por la existencia de una ac-
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tividad antiviral inespecifica en el cerebro del Calomys musculinus.

Si bien la metodologia disponible no permitié diferenciar la acti-
vidad interferente inespecifica, de la que posiblemente ejercieran las
narticulas PI, el autor estd convencido de la existencia de dichas
particﬁlas, fundamentando su hindtesis en los siguientes hechos:

- Las preparaciones virales con que se inocularon los animales
no estaban libres de narticulas PI.

- Help y col han demostrado que aiin partiendo de preparaciones vi-
rales libres o con muy bajo .titulo de particulas PI, luego de algunos
ciclos de multiplicacién viral se pueden detectar dichas particulas.(21)

- Estudios realizados sobre persistencia de virus Junin en culti-
vos en estado estacionario, han demostrado la participacién de las par-
ticulas PI en el mantenimiento de la persistencia.

‘Dado que la infeccién crénica del Calomys musculinus se establece

fundamentalmente por la persistencia del virus en el cerebro, y conside-
rando que ciertos aspectos fisiolégicos 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 misma estd presente
en las fracciones subcelulares mitocondrial y microsomal. Ademis

se-  determind su sensibilidad al tratamiento con tripsina, 1o que
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permitié inferir que en su composicidn intervienen proteinas. Los ex-
perimentos para establecer la susceptibilidad de la actividad interfe-
rente al tratamiento con solventes lipidicos no arrojaron datos conclu-
yentes.

Los estudios sobre los posibles mecanismos de accién, demostraron
que la inhibicidén de la infectividad viral se produciria a nivel de la
adsorcién o penetracién del virus a la célula, dado que es tan efecti-
va su accién, nreincubando el inhibidor con las células a infectar o

mezclando previamente a la infeccidn,el virus con el inhibidor.

El rol del interferdn en el presente modelo no pudo ser estableci-
do, dado que existe atin en los animales normales una sintesis basal de
interferén que imposibilitd llegar a conclusiones ciertas al respecto.
Esta sintesis inespecifica podria deberse a algin patégeno presente en

nuestra colonia.

PARTICIPACION DE MUTANTES TERMOSENSIBLES EN LA INFECCION CRONICA DEL Ca-

lomys musculinus CON VIRUS JUNIN

Los experimentos realizados para caracterizar las poblaciones vi-
rales presentes en el cerebro de los Calomys crénicamente infectados
demostraron un enriquecimiénto de las mismas en variantes ts.

Esta seleccién se produce desde tiempos muy temnranos de infeccidn.

Las diferencias de EDP entre la cepa parental y las poblaciones vi

rales persistentes, demiestran que las mutantes ts replican mas rapida-
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mente o interfiriendo con la cepa parental, dado que el enriquecimien-
to en funcién del tiempo es muy marcado.

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 descartaria que la caracteristica ts esté asociada con la
constitucién de las membranas de los distintos sustratos celulares.

Se sabe que algunas de las ventajas selectivas de las mutantes ts
sobre lascepa salvaje, es una menor natogenicidad sobre el huésped. (20,
70,72)

En este trabajo no se pudo correlacionar el caracter ts con una
menor virulencia, dado que las muestras ts obtenidas se almacenaban
en un equipo refrigerador de -70°C, que se descompuso y estuvo durante
un tiempo prolongado a temperatura ambiente, con la consiguiente per-
dida de los materiales. Por la misma causa no se pudo establecer la

relacién biunivoca entre las variantes seroldgicas y las ts.

VARIACION ANTIGENICA DEL VIRUS JUNIN EN Calomys musculinus PERSISTENTE-

MENTE INFECTADOS

El bajo grado de neutralizacidén del virus aislado de C.musculinus

nersistentemente infectados, por el suero del mismo animal, comparando
el titulo de este suero frente a la cepa parental, indica la aparicidn
de mutantes seroldgicas dentro de la poblacidn viral persistente.

La variacién antigénica, probablemente involucre a las glicopro-
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teinas de la envoltura viral, ya que estos componentes virales son los
que interactian con los anticuerpos durante el proceso de neutraliza-
cidn viral. Posiblemente esta modificacién antigénica sea solamente

en una parte de los distintos determinantes antigénicos de la glico-
proteina, permaneciendo otros inalterados. Esto se puede suponer, da-
do que cuando se realizan ensayos de neutralizacién con una poblacidn
viral que posee variantes serolbgicas, enfrentdndola con el suero del
mismo animal, pero ahora poco diluido, la infectividad viral se nega-
tiviza totalmente.

Las variantes antigénicas son bien conocidas en Microbiologia,
especialmente en infecciones crénicas con protozoarios. Uno de estos
modelos, y tal vez el mejor estudiado es el del tripanosoma africano,
que infecta persistentemente al ganado bovino. (88)

En'Virologia existen algunos reportes de variaciones antigénicas,
con dos modelos bien estudiados (Anemia infecciosa equina (35) y Visna
(52,53)). El virus de la Anemia infecciosa equina, que infecta en for-
ma persistente a los caballos, produce una enfermedad que presenta
viremias recurrentes asociadas con hemélisis y fiebre. La enfermedad
desaparece con la aparicién de anticuerpos neutralizantes y reaparece
con el desarrollo de variantes seroldgicas en plasma. (35)

La infeccién crdnica del Calomys musculinus, asociada a lesiones

meningoencefilicas permanentes, no es una enfermedad con sintomatolo-
gia recurrente, sino que como sucede en el modelo de ovejas infectadas

con virus Visnagn las que se desarrolla una infeccién neuroldgica pro-
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gresiva, el mantenimiento de la infeccidn sin recuperacién de las lesio-
nes encefédlicas seria debido a la liberacién intermitente de virus alte-
rado antigénicamente. Esta liberacidén intermitente se correlacionaria
con la aparicién de viremias fugaces, que posteriormente por una reac-
cidén del sistema humoral seria clarificada.

La seleccién de variantes seroldgicas seria una respuesta viral
a la gran presién inmunoldgica ejercida por medio de los anticuerpos neu
tralizantes; esta alternativa no seria limitada a la poblacién viral del
cerebro, sino que también se han encontrado variantes antigénicas en una
noblacién viral aislada de las glandulas salivales de un cricétido cro-
nicamente infectado. Este hallazgo juntamente con las diferencias de
los titulos de anticuernos de los sueros de los Calomys crénicos, cuan-
do se los enfrentd a su nronio virus o a la ceoa narental con un nasa-
je por cerebro de Calomys neonato, permite confirmar que la aparicidn
de variantes seroldgicas es un fendmeno que 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 algin determinado mate-
rial presente en las membranas celulares a través de las que el virus
brota.

En consecuencia, la variacién antigénica estaria regulada por la
exnresidén genética viral, frente a un estimulo de seleccién natural.

Podemos concluir que la infeccidn persistente se podria mantener
nor aparicién dentro de la poblacién viral de variantes seroldgicas,
las que nrogresivamente reemplazarian a la poblacién original, favoreci

das nor la presién inmunoléeica.
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La variaci6n antigénica mostrada por el virus Junin seria una ven
taja adantativa, que le nermitiria evolucionar eludiendo el sistema in
mune, -y ademds al contaminar las excreciones de los animales nortadores,
le permitiria infectar a algin cricétido :que habiendo tomado contacto
anteriormente con el virus, hubiera desarrollado una respuesta inmune
contra el virus parental. Pero esta Gltima posibilidad,requeriria una
variacién antigénica de la mayor parte de los determinantes antigenicos
de la gliconroteina.

Como-colorario de esta seccidén, se puede plantear un interrogante
acerca del uso de vacunas atenuadas nara virus Junin, sin establecer

previamente si el virus nroduce persistencia en el hombre.

CONCLUSIONES

Resulta evidente de la discusidén precedente que el modelo exmeri-

mental C.musculinus-cena atenuada XJ C13 de virus Junin, puede proveer
un modelo promisorio mara el estudio de distintos aspectos de la pato-
genia viral e infecciones persistentes. Ademds el esclarecimiento de
estos asnectos nuede redundar en el establecimiento de formas de lucha
efectivas contra el reservorio natural del virus Junin.

Algunas de las conclusiones mds interesantes son las siguientes:

1) Todos los animales inoculados fueron sensibles a la infeccidn
demostrando que ellos no son resistentes naturalmente.

2) Los C. musculinus neonatos inoculados por via i.p. nresentaron

morbimortalidad variable en funcién de la edad del animal al momento de

la inoculacidn, encontrando que los cricétidos mayores de 21 dias son
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totalmente resistentes a'la infeccién por dicha via.
3) Esta resistencia a la infeccidn estaria asociada con la madu-
rez inmunoldégica a través de una accién virucida efectiva por medio de

macr6fagos peritoneales.
Esta barrera inmunolégica seria activada por un. factor que se ma-

nifestaria 24 hs desnués de la inoculacién, y cuya actividad cesaria
o no estaria presente in vitro.

4) Los animales adultos que son resistentes a la infeccién por via
i.n., son susceptibles por via i.n.. la inoculacién por esta via produ-

jo también una infeccién aguda, aunque con menores porcentajes de mor-
bimortalidad.

Los animales inoculados por cualquiera de las dos vias, pueden
enfermar o no. Los cricétidos que enferman, nresentan sintomatologia
neurolégica y pueden morir a causa de meningoencefalitis severas. Los
que se recuperan de la etapa aguda o los que la cursan sin presentar
sintomas, pueden eliminar el virus del organismo, o estar persistente-
mente infectados. En ambos casos se detectan altos titulos de anticuer-
pos neutralizantes.

6) Los animales crénicamemte infectados sobreviven por mids de 500
dias (superando la esperanza de vida en la naturaleza, que es de 90
dias), presentando altos titulos de virus en cerebro. Ademds en un ba-
jo porcentaje de animales se detecta virus en glandulas salivales.

7) A diferencia de los preceptos clisicos que indicaban que los
arenavirus establecian infecciones de tipo persistentes. en sus huéspe-

des naturales sin producir lesiones,en este trabajo se ha demostrado
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que los animales enferman y mueren, y aquellos que sobreviven persis-
tentemente infectados, nresentan en todes los casos encefalitis leves
atin cuando no presentan sintomas clinicos.

8) Los estudios sobre los mecanismos de transmisién viral entre
cricétidos, corroboraron la existencia de transmisién horizontal. Los

intentos por demostrartransmisién vertical fueron negativos.

Los estudios sobre los factores que intervienen en el estableci-
miento o mantenimiento de la infeccidn persistente demostraron que:

9) Las noblaciones virales obtenidas de los cerebros de C. mus-
culinus crénicamente infectados presentan un enriquecimiento en va-
riantes ts en funcidn del tiemno. Por otro lado, se establecid 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
serolégicas para el virus Junin. Se demostré que en las poblaciones
virales pnersistentes en cerebro o glandulas salivales, se nueden de-
tectar variantes seroldgicas que son nobremente neutralizadas por los
anticuerpos presentes en el suero de los mismos animales en que se
practicaron los aislamientos virales. Estas variantes serian uno de
los factores que intervendrian en el mantenimiento de la persisten-
cia, escapando de la vigilancia inmunoldgica. Ademds la existencia de
dichas variantes exnlicaria la aparici6én de viremias fugaces en los
mismos animales que presentan altos titulos de anticuervos neutrali-

zantes.
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11) Los estudios realizados nara establecer la narticipacién de
particulas PI en el estado de infeccién persistente, fueron enmascara
dos mor la existencia de una actividad interferente antiviral inespe-

cifica en el cerebro del C. musculinus.

Resultd imnosible separar nor métodos convencionales dicha acti-
vidad interferente de las posibles particulas PI. Este factor nodria
tener algin rol en la patogenia viral, aunque no fue establecido.

Se determiné Unicamente, que actda a nivel de la adsorcién vi-
ral y que su efecto puede ser revertido nor dilucién de los materia-
les a ensayar.

12) Los intentos nor demostrar la varticipacién de interferén
en la natogenia viral o defensa de la infeccién, no pudieron ser
llevados a cabo, ya que los animales normales presentan al igual
que los cricétidos infectados una produccién basal de interferdn que
imnosibilitd la realizacidén de los exmerimentos.

La nroduccién de interfer6n nodria ser debida a alglin patdgeno

nresente en la colonia de C. musculinus.

.
Dra, CELI- . (0
Prof. T:lcr . islogic
Fac. Ciencics 12xucias
y Nat. /1. K. 4.
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7. RESMEN

Se caracterizd la infeccién aguda y persistente del C. musculinus

inoculado experimentalmente por distintas vias con la cepa atenuada

XJ Cl3 de virus Junin. La morbimortalidad fue dependiente de 1la edad

de los animales y de las dosis inoculadas. La sintomatologia clinica
fue neuroldgica y las muertes debidas a severas meningoencefalitis.

Los animales que no enfermaban, o se recuperaban de la etapa aguda lim
piaban el virus del organismo o se nresentaban persistentemente infecta
dos. En ambos casos se detectaron altos titulos de anticuerpos neutra-
lizantes.

El reservorio de virus en el organismo de los animales crénicamen
te infectados fue exclusivamente el cerebro, y en un bajo porcentaje .
las glandulas salivales.

Los estudios sobre transmision del virus entre cricétidos demostra
ron que la misma ocurre en forma horizontal, no pudiendo establecer la
existencia de transmisién vertical.

Con el objeto de esclarecer el mecanismo de persistencia se estudia
ron las alteraciones que sufre el virus durante la infeccidn persistente.
La caracterizacién de las noblaciones virales presentes en el cerebro

de los C. musculinus cronicamente infectados demostraron: 1) Las po-

blaciones virales se enriquecen en funcién del tiemmo en variantes ts.
2) Se detectaron en las mismas poblaciones la aparicién de mutantes se-
roldgicas, que son pobremente neutralizadas por los anticuerpos neutra-
lizantes presentes en los sueros de los mismos animales.

Ademds se detectdé la presencia de un factor interferente antiviral

inespecifico que nodria tener algin napel en la natogenia viral.
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