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Ac Fc: Anticuerpos fijadores de complemento
Ac IF: Anticuerpos inmunofluorescentes
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l. INTRODUCCION

La Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA), cuyo agente etio

lógico es el virus Junín, es una enfermedad endemoepidémica

que apareció en la década del 50 en la zona Noroeste de la

Provincia de BuenosAires.

En 1958 se logró establecer el origen viral de la enfer
medadmediante la recuperación del agente causal (l) (2) y

su posterior caracterización (3). La FHAse ha extendido al

(4) (5).Sur de Córdoba, Sur de Santa Fe y Este de La Pampa

Resultan afectados, preferentemente, los trabajadores rura­
les durante los períodos de recolección de las cosechas de

maíz y otros cultivos. Es más frecuente en los hombres entre

20 y 40 años, ya que son los más expuestos a contraer la en­

fermedad por razones ocupacionales.

El cuadro clínico se caracteriza por un sindrome febril

con alteraciones hematológicas, cardiovasculares, digestivas,
renales y neurológicas, registrándose una amplia variación en

la severidad de la afección, la mayoría de los pacientes se

recuperan de la infección, pero en algunos casos la enferme­

dad sigue un curso fatal.

Epidemiológicamente, la FHAes considerada una zoonosis

vinculada a reservorios representados por roedores silvestres,

particularmente del género Calomys, abundantes en los campos



de la llanura pampeana,en los cuales el virus Junín persis

te a lo largo de sus vidas (6) (7) (8). El aumento de densí

dad de población de estos reservorios coincide con el ritmo

de aparición de casos de enfermedad humana.



1.1. CARACTERISTICAS DEL VIRUS JUNIN

El virus Junin (VJ) pertenece a la familia Arenaviridae

(9) (10), cuyos componentes se caracterizan por presentar ARN

de cadena simple, labilidad al éter y a otros solventes lip;
dicos y poseer dentro de la partícula viral un númeroconsi­

derable de gránulos semejantes a ribosomas, que son los res­

ponsables del aspecto arenoso que es característico del gru­

P0 (ll) (12) ­

Produceninfecciones persistentes tanto en reservorios
naturales comoen cultivos celulares. La infección del hom­

bre por algunos miembros del grupo está asociada a enfermeda

des que puedenresultar fatales.
El prototipo del grupo es el virus de la coriomeningitis

linfocitaria (LCM).Del resto de los constituyentes, tres son

patógenos para el hombre: Junin, Machupoy Lassa, aislados en

Argentina, Bolivia y Nigeria respectivamente.

El VJ forma parte del complejo Tacaribe, junto con los

virus Amparí, Latino, Machupo, Paraná, Pichindé, Tacaribe y

Tamiami,el cual está definido por las estrechas relaciones

antigénicas y biológicas de sus miembros.

El VJ multiplica en el citoplasma de la célula infecta­

da y emerge por brotación. Estudios de microscopía electróni

ca en cultivos primarios de fibroblastos de ratón (13) y de



riñón de hamster y de conejo (14) permitieron comprobar que

el mismose visualiza comouna partícula pleomórfica, redon

deada u oval, con un diámetro promedio de 110 - 130 nm pero

con amplias variaciones individuales. Comocaracterísticas

estructurales presenta una envoltura periférica de composi­

ción lipoproteica y estructura membranosa,una banda electro
densa y una zona central con los gránulos semejantes a ribo­
somas.

En cuanto a la composición química, se ha establecido

que está constituido por ARNde cadena simple (15) y median­

te electroforesis en gel de poliacrilamida se confirmó que,
a semejanza de otros virus pertenecientes al mismogrupo, el

ARNestá constituido por cuatro fracciones mayores y tres me
nores (16).

Trabajos realizados por Martinez Segovia y De Mitri (17)

demostraron que posee además 6 polipéptidos, de los cuales 4

son glucopéptidos, cuyos pesos moleculares se han estimado en

91.000, 72.000, 52.000 y 38.000 daltons y son designados GP91,

GP72, GP52y GP38, respectivamente. Los dos polipéptidos res­

tantes, P64 y P25, de pesos moleculares de 64.000 y 25.000,

no contienen hidratos de carbono. Los autores suponen que P25

es un producto derivado del clivaje de una proteína mayor, ya

que no se observa regularmente en todos los perfiles electro­
foréticos. P64 es la proteina estructural predominante en el



virión; permanece asociada al ARNluego del tratamiento con

detergentes, con lo que demostró ser la nucleoproteina, es

decir, la principal proteína asociada al ARNen la nucleo­

cápside (17) (18). GP38es una glicoproteína de envoltura,

accesible a la extracción con detergentes. De las restantes

glicoproteinas, se ha postulado que GP91es un agregado de

uno o más polipéptidos virales (19) y hay evidencias prelimi

nares de que GP72es un precursor que no se cliva completa­

mente después de la brotación (20). La localización de GP52

es desconocida hasta el presente.

Trabajos realizados por Grau y col. (18) no concuerdan

completamentecon los datos anteriores, ya que sólo detecta

ron la proteina predominante de la nucleocápside y dos glicg

proteinas de 39.000 y 44.000 de peso molecular. Estas dife­

rencias pueden deberse a variaciones en el tiempo de cosecha

del virus, marcadode proteínas y/o procedimientos de purifi
cación.
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1.2. HUESPEDES EXPERIMENTALES

La utilización de animales de laboratorio inoculados

con VJ,(ha posibilitado acceder al estudio de los mecanis­

mos responsables de su patología, aportando así una valio­

sa información que en muchos aspectos ha contribuido al me

jor conocimiento de la enfermedad humana.

1.2.1. Modelo cobayo

Los primeros ensayos utilizando al cobayo como huésped

experimental (21) demostraron que el mismo es sensible a la

cepa patógena XJ (VXJ)ya sea por inoculación intraperitone
al (ip), subcutánea, intramuscular (im), intracerebral (ic)

y por escarificación cutánea, presentando en todos los casos

una mortalidad del 100%entre los 10 y 18 dias post-infección

(pi). El cuadro hemorrágico es similar al observado en la en
fermedad humana (22).

Los signos de enfermedad son hipertemia que se acentúaa

medida que progresa la enfermedad, observándose en los esta­

díos finales una marcada hipotermia, y una significativa pér

dida de peso. En la autopsia se encuentran signos caracterïs
ticos que definen el cuadro típico de la enfermedad, siendo

ellos petequias en piel y en tejido celular subcutáneo; pete

quias y hemorragias en intestino grueso y delgado, en suprarre

nales y en la mucosa bucal; adenopatïas hemorrágicas y conden



sación pulmonar (21) (22).

Los estudios hematológicos demuestran la existencia de

una marcada leucopenia a expensas de los neutrófilos y acen

tuada plaquetopenia con una discreta anemia (23) (24) (22).

La variación de los valores está en relación con el tiempo
de inoculación.

En cuanto a la distribución del virus, se detectó una

viremia temprana que persistió hasta la muerte de los anima
les y amplia replicación en la mayoria de los órganos (21)

(22).

El cobayo resiste la infección con la cepa atenuada

XJC13 (VXJCl3), presentando muy baja mortalidad y pobre re

plicación viral (25) (26). Lo mismo se observó con la va­

riante XJOde la cepa prototipo (27) (28).

Cuando el cobayo es inoculado con virus Tacaribe no en

ferma y la diseminación y replicación viral es muylimitada

(29).

La inoculación de las cepas atenuadas del VJ (25) (26)

(28) y del virus Tacaribe (29) (30) le confieren un 100%de

protección contra un desafío con la cepa patógena.

La infección con VXJ provoca en el cobayo un apreciable

grado de inmunosupresión, tanto de la respuesta primaria (31)

comode la secundaria (32) hacia antígenos heterólogos, lo



que seria debido, en gran parte, a la desaparición de células

inmunocompetentes (33). El mismo efecto fue observado sobre

la hipersensibilidad tipo Jones Mote (34), en el fenómenode

Arthus (35) y en la reactividad tuberculínica (36). Por el con

trario, con la cepa atenuada VXJCL3(37) (38) (39), con la va

riante XJO (38) (39) y con el virus Tacaribe (40), no se obseg

v6 inhibición de la respuesta inmunológica humoral y/o celular.

1.2.2. Modelo ratón

A diferencia del cobayo, el ratón albino lactante respon
de a la inoculación viral por via ic con signos francamente

neurológicos (41). La mortalidad alcanza el 90-100%entre los

días 7 a 27 pi con un período critico entre los 11 y 18 días

pi (42). La infección por otras vías provoca efectos similares

pero en menor proporción.

Fue aislado virus de cerebro a partir de las 48 horas pi,

llegando a un máximoa los 7 días pi. En sangre fue detectado

a los 4 días pi y más tardïamente en higado. Los valores hemg

tológicos no sufrieron variaciones hasta después del día 10 pi,

momentoen el cual se observó una leucopenia significativa (42).

Varios estudios experimentales demuestran que el cuadro

encefalítico se debe a un mecanismode hipersensibilidad media

da por células y no a una acción directa del virus. En ratones
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timectomizados al nacer (43) (44) o en animales atimicos (45)

la inoculación ic con VJ no provocó una encefalitis, pese a

la multiplicación viral en cerebro. Por otra parte, ha sido

comprobadoel efecto protector de tratamientos inmunosupresg

res como el suero antitimocito (SAT) (46) (47) y la ciclofog

famida (CF) (48).

La encefalitis experimental del ratón es independiente

de la virulencia de la cepa de virus utilizada (49).

El ratón adulto inoculado por vía ic con VJ no enferma y

la mortalidad sólo alcanza el 5-10% (50). Los animales produ­

cen anticuerpos neutralizantes a partir de los 20 días pi,

que se mantienen hasta los 7 meses pi. La viremia resulta ne
gativa y no se aisla virus en cerebro más allá de los 10 dias

pi.

1.2.3. Modelo primate

Este huésped experimental fue utilizado ya que es filogg
néticamente el más cercano al hombre.

Estudios realizados con monosAlouatta carayá (monoau­

llador) (51) (52), Saimiri sciureus (53) y Aotus trivirgatus

(54) demostraron que la inoculación de VJ a estos animales no

les produjo enfermedad, aunque indujo la producción de anti­

cuerpos neutralizantes, por lo cual estos primates no pudie­

ron ser utilizados comomodelos experimentales extrapolables



a la enfermedad humana.

El Cebus sp en cambio, demostró ser sensible a la ac­

ción del VJ dependiendo de la via de inoculación y de la cg

pa de virus utilizada (55). El 25%de los animales inocula­

dos con VXJpor vía im presentaron un cuadro neurológico con

plaquetopenia y moderada leucopenia con presencia de anti­

cuerpos neutralizantes.

La inoculación de VXJC13por via ic produjo un 25%de

mortalidad observándose en algunos casos un cuadro neuroló­

gico, plaquetopenia, leucopenia, descenso de peso y presen­

cia de anticuerpos circulantes (55).

Estudios utilizando el marmosetCallithrix jacchus (56)

(57) inoculados con VXJ por via im demostraron que el mismo

es susceptible a la infección viral, presentando un cuadro

que se asemeja en muchos aspectos a la enfermedad humana.

Los animales presentaron anorexia, pérdida de peso, trombo­

citopenia y leucopenia, viremia y multiplicación viral en óg
ganos y síntomas neurológicos y/o hemorrágicos. La muerte se

produjo alrededor del día 21 pi.

Tanto VXJCl3comoel virus Tacaribe, no resultaron pa­

tógenos para estos animales y han permitido proteger a los

mismos frente a un desafío con VXJ (58) (59).



1.2.4. Modelorata

- Infección con VXJ: Estudios realizados por Nejamkis y col.

(50) demostraron que la rata se comporta en forma diferente

a los otros huéspedes experimentales cuando es infectada por
vía ic con VXJ.

Los animales desarrollaron signos clínicos de enferme­

dad al ser infectados entre los 2 y 16 días de vida. Las crías

de 2-3 dias no presentaron mortalidad, siendo del 31%al ser
inoculadas a los 5 días de edad. En los animales infectados

a los 7 días de vida la mortalidad llegó al 91%y esta sensi

bilidad se mantuvo en las ratas de 10 y 12 días de edad. La

mortalidad fue disminuyendo con la edad y a partir de los 19

dias de vida los animales adquirieron resistencia a la infeg
ción.

En las ratas de 2 dias de vida, la enfermedad se mani­

festó por una falta en el desarrollo del peso corporal y una

ostensible disminución en el tamaño y en el peso de los cerg

bros. Ademásalgunas ratas presentaron alteraciones en la mar
cha y el pelo ralo y opaco.

El virus multiplicó en el cerebro alcanzando titulos mi
ximos entre los 4 y lO días pi, disminuyendo paulatinamente

hasta hacerse negativos a los 21 dias pi; la viremia fue ba­

ja y los anticuerpos neutralizantes comenzarona aparecer al



rededor del dia 15 pi.
Cuando los animales fueron inoculados a los lO días de

edad, presentaron signos neurológicos bien manifiestos, con
alteraciones en la marcha e hiperexcitación, agravándose el

cuadro a medida que transcurrían los días, hasta llegar a ob
servarse lateralización en la marcha, falta de equilibrio,

temblores, contracturas y cianosis, produciéndose la muerte
con un cuadro encefalítico.

La replicación viral en cerebro fue similar a la obser­

vada en el grupo de 2 días de edad. No se registró viremia ni

anticuerpos circulantes ni alteraciones hematológicas con reí
pecto a los controles sin infectar.

Las ratas de 28 días de edad no presentaron morbi-morta

lidad; los titulos de virus en cerebro fueron menores que los

obtenidos en las ratas inoculadas a los 2 y lO días de vida y

los anticuerpos neutralizantes fueron detectados después de

los 12 días pi.

Estudios anatomopatológicos e inmunohistoquimicos (61)

demostraron que la infección letal en ratas de lO dias de vi
da, estaba asociada con la presencia de antígeno viral en el

citoplasma de la mayoria de las neuronas corticales, coinci­

dentemente con una encefalitis de severidad progresiva quefmg
vocaba la destrucción de una gran parte del cerebro.
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Por el contrario, en ninguna rata infectada a los 26

dias de edad se observó lesión anatomopatológica y en las

muestras examinadas por inmunofluorescencia entre los 5 y lO

dias pi, se detectaron sólo escasas neuronas cerebrales posi
tivas dispersas al azar.

En las ratas de 2 días de edad no se observó infiltrado

inflamatorio del cerebro, presentando todos los animales una

severa hipoplasia cerebelosa. Por medio de técnicas inmunohis

toquímicas se halló antígeno viral en el citoplasma de las cg
lulas granulosas del cerebelo y en escasas células de Purkfiúe.

El estudio con microscopía electrónica mostró viriones en el

intersticio de la capa granulosa. Estos hallazgos se observa­

ron desde los 3 hasta los 180 dias después de la infección,

lo que sugiere la existencia de una infección persistente con

atrofia cerebral a pesar de la presencia de anticuerpos neu­

tralizantes. Esto representaría el primer ejemplo de una in­

fección crónica no tolerante producida por un arenavirus pa­

tógeno para el hombre, en una especie diferente del reservo­
rio natural.

- Infección con VXJC13:La rata responde en forma diferente

al ser infectada por vía ic con VXJC13(62), ya que los ani­

males de 2 días de edad presentaron alrededor de un 95%de

mortalidad, la cual se mantiene elevada en los grupos etarios



de 5; 8; lO y 12 dias, para disminuir al utilizar ratas de
16 dias de vida. Cuando los animales fueron inoculados a los

26 días de edad, la mortalidad fue nula.

En las ratas de 2 días de vida se detectó multiplicación

viral en cerebro desde el 3° día pi, alcanzando un pico máxi

mo entre los 6 y lO dias pi. Los animales de lO dias presen­

taron una replicación viral similar; en cambiose registraron

titulos bajos en los de 26 dias.

Por la diferencia de comportamiento en la infección con

VXJy con VXJC13, la rata de 2 dias de edad puede ser utili­

zada comomarcador de virulencia entre cepas patógenas y atg
nuadas del VJ.

Estudios anatom0patológicos indicaron que la mortalidad

de casi el 100%de los animales de 2 y lO dias de edad infeg

tados con VXJCl3estaba asociada con la aparición de un inten
so exudado inflamatorio con destrucción de amplias zonas del
encéfalo. Por el contrario en los animales sobrevivientes a

la infección, sólo se observó atrofia neuronal sin infiltra­
ción inflamatoria (63).

- Tratamiento con inmunosupresores: Cuando se utilizó CF co­

mo droga inmunosupresora en las ratas infectadas ic con VXJ

a los 2 dias de vida, la sobrevida disminuyó al 45%, mante­
niéndose en el 95%para los animales que recibían solamente



el virus (65). Sin embargo, la replicación viral en cerebro

fue similar en ambosgrupos. La respuesta de anticuerpos neu
tralizantes fue minimaen los animales tratados con la dro­

ga, mientras que en infectados no tratados alcanzaron un al
to titulo. Estos datos sugieren que VXJproduce una infección

subclínica, 1a cual es superada por los mecanismos inmunes

del huésped. Cuando éstos son suprimidos por la CF, hay un

mantenimiento de virus en cerebro y una carencia de anticuer
pos neutralizantes que provocaría la muerte de los animales.

La encefalitis desencadenada en las ratas de 2 dias de

vida inoculadas ic con VXJC13, que provoca un 95%de mortali

dad, se revierte, en parte, cuando son tratadas con CF (64%

de mortalidad), sin que existan diferencias en el titulo de

virus en el cerebro de estos dos grupos. Esto estaria indi­

cando que VXJCl3 produce en este grupo etario una inmunopatg

logia similar a la que se describió en el ratón lactante in­

fectado con VXJ, cuadro que también se logra superar por tra
tamientos con inmunosupresores (46) (48).

La acción letal que tienen ambas cepas sobre la rata de

10 días de edad no se vio modificada por la CF, lo que lleva

a sugerir que hay una acción citopática directa del virus. La

resistencia a la infección de las ratas de 26 dias tampocore
sultó alterada con la inmunosupresión (64).



Estudios inmunocitoquïmicos (65) utilizando ratas de 2

dias de edad indicaron que en los animales controles sin tra
tamiento con CF, aparecieron pequeños focos necróticos en la

corteza cerebral al 5° día pi, los que se extendieron paula­

tinamente hasta alcanzar su máximoen el dia 9 pi, cuando el

50%de los animales mostraron extensas áreas de necrosis. En

el grupo tratado con CF, el área necrótica era menos extendi

da y en el día 9 pi sólo estaban afectadas el 15%de las ra­
tas.

En los controles sin tratar, la marcación inmunocitoquï­

mica mostró linfocitos T en meninges al 5° día pi, alcanzando

su máximoen la corteza cerebral al 6° dia pi, para ir luego

disminuyendo hasta el día 9 pi. En estos animales fueron revg

lados cúmulos de macrófagos en meninges al 5° día pi y aumen­

to paulatino de estas células en la corteza cerebral hasta al
canzar su máximoen el día 9 pi. En las ratas tratadas, los

cambios fueron similares, aunque muchomás escasos en rela­

ción con la menor magnitud y frecuencia de la necrosis cere­

bral. Estos hallazgos confirman en forma directa la interven
ción del sistema inmuneen la patología de la infección de la

rata de 2 dias de vida infectada por vía ic con VXJCl3.

Ensayos utilizando SAT(66) fueron coincidentes con los

resultados empleando CF.
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- Tratamiento con inmunosuero: Es de interés señalar la impor
tancia de la transferencia de suero inmunea ratas de 2 dias

infectadas con VXJC13(67). Los animales resultaron altamente

protegidos (71%de sobrevida) mediante la administración pa­

siva de anticuerpos, mientras que los títulos de virus en cg
rebro y las alteraciones histológicas no fueron afectadas por
el tratamiento.

La administración de inmunosuero a ratas de 10 dias de

edad infectadas con VXJCl3produjo una disminución en la mor

bimortalidad, retraso en el día promedio de muerte y disminu
ción de la replicación de virus en el cerebro con reSpecto a
los controles (68).

- Infección por vía ip: A la inversa de lo que sucede con la

infección ic, la rata de 2 dias de edad inoculada con VXJpor

via ip presenta una mortalidad de alrededor del 75%, en cam­

bio con VXJC13sólo alcanza el 20% (62). Este modelo experi­

mental es el estudiado en el presente trabajo.



-19­

1.3. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA RESPUESTA DEL HUESPED A

LAS INFECCIONES VIRALES

En las infecciones virales primarias, los factores no

específicos de resistencia del huéspedrepresentan la prin
cipal linea de defensa durante los primeros dias de la in­
fección. Dichos elementos son las barreras contra la pene­

tración viral (comoel epitelio cutáneo, el epitelio respi
ratorio ciliado, el endotelio vascular, la pérdida de recep
tores en la membranacelular, etc.) (69), la producción de

interferón (70), el cual también puede ser producido por ma

crófagos (71), la fagocitosis que conduce a la destrucción

viral (72), la neutralización viral por complementoen au­

sencia de anticuerpos (73), la temperatura corporal alta, etc.

La recuperación de una infección establecida está dada

por la respuesta inmuneespecífica del huésped. La defensa

inmunológica contra infecciones virales cumple dos funciones:

eliminar la infección en curso y prevenir reinfecciones o por
lo menos limitar sus consecuencias.

Para llevar a cabo los mecanismosde defensa,la respues

ta inmune especifica incluye la inmunidad humoral, o sea sin

tesis de anticuerpos con capacidad de neutralizar al virus

extracelular, y la inmunidad-celular, con el objeto de elimi
nar las células infectadas. Dichos mecanismosson efectivos



-20­

sólo si están dirigidos contra las estructuras externas de los

virus, las cuales estimulan la producción de anticuerpos, asi

comola formación de varias poblaciones de linfocitos inmunes.

La naturaleza y tipo de respuesta inmune depende, en gran

parte, de los tejidos linfoideos presentes en el sitio de la
infección.

1.3.1. Respuesta humoral

La característica de la respuesta de anticuerpos hacia un

agente Viral está determinada generalmente por la puerta de en

trada del virus y su habilidad de diseminarse hacia otros órga
nos en concentraciones adecuadas.

Durante una infección viral, las inmunoglobulinas pueden

estar dirigidas contra blancos antigénicos en dos formas: o

bien contra componentesde superficie del virión, o contra la

membranade la célula huésped que contenga proteínas codifica
das por el virus.

Los anticuerpos adquiridos comoresultado de una infec­

ción natural, o debido a una inmunización o por administración

pasiva de gamaglobulina pueden jugar un papel muy importante

en limitar las infecciones virales. Dicha importancia consis­
te en: a) eliminar la viremia previniendo la distribución del

virus a los órganos blanco susceptibles y por ende evitar la

expresión de la enfermedad (74), b) impedir la adsorción y pg
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netración del virus a las células susceptibles (75), c) for
mar agregados de viriones reduciendo el númerode particulas

infecciosas (76), d) cubrir la superficie del virión y aumen
tar la fagocitosis (77). Ademáslos anticuerpos logran neu­

tralizar muchosvirus en forma no destructiva, sin producir

alteraciones permanentes en la morfología viral (78).

Por otra parte, como sucede con los complejos inmunes,

los anticuerpos unidos a la superficie viral puedenactivar

el sistema complemento dando comoresultado una amplificación

de la neutralización. Dicha amplificación se deberia a tres

mecanismos: a) por inhibición de la capacidad del virus de

unirse y/o penetrar en una célula susceptible (79), b) por

inducir la aglutinación, llevando a una reducción en el nú­

merode partículas infecciosas (80), c) por lisis viral, siem

pre que el virus contenga envoltura lipidica, causando un da
ño estructural irreversible (81).

Es importante tener en cuenta que en algunas infeccio­

nes la transferencia pasiva de anticuerpos puede incrementar
la sensibilidad hacia el virus comosucede en la infección

de monos Rhesus con virus Dengue (82).

Los anticuerpos dirigidos contra estructuras virales
internas no ofrecen ventajas al huésped, llegando muchasveces

a producir daño, mediante la formación de complejos inmunes.

Estos complejos, al interactuar con el sistema complementopue
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den depositarse en los tejidos e inducir inmunopatologías (83).

Las moléculas de inmunoglobulinas tienen varios efectos

cuando se unen a antígenos virales sobre la superficie celular.
Las mismas pueden llevar a la consolidación del antígeno en el

mosaico fluído de la membranacelular, un fenómeno llamado

"capping", el cual da lugar a la extrusión del antígeno de la

superficie celular o facilita la endopinocitosis dentro de la

célula. Tambiénintervienen bloqueando la citotoxicidad media
da por células T o funcionando como intermediarios en la des­

trucción de células infectadas por citotoxicidad mediada por

complemento,por citotoxicidad celular dependiente de anti­

cuerpos vía células "killer", macrófagoso células polimor­

fonucleares o promoviendola fogocitosis celular por macrófa
gos armados o no.

1.3.2. Inmunidadmediada por células

El papel de la respuesta mediada por células es promover

la recuperación de una infección viral eliminando o restrin­

giendo las células infectadas con virus (84), ya sea por e13

boración de productos celulares específicos capaces de estimu
lar la supresión de los virus (linfoquinas) o por destrucción
directa de las células. Estas células blanco incluyen las in­
fectadas con virus con envoltura, las cuales han incorporado

proteínas codificadas por el virus en la membranacitoplasmá



tica, o que tienen un genomaviral integrado cuya superficie

celular presenta antígenos expresados por el virus o antíge­

nos propios alterados (85).

Las células T citotóxicas tienen la capacidad de destruir

una célula infectada por citotoxicidad directa sin participa­

ción de los anticuerpos. Las linfoquinas liberadas por las cg

lulas T pueden sensibilizar nuevas células T, activar macrófa
gos, inhibir o aumentar la actividad de la célula B y modular

así la respuesta inmune.

La capacidad de los linfocitos T sensibilizados de deszuir

células blanco "in vitro", pudo ser correlacionada con la eli­

minación de virus infeccioso "in vivo", sugiriendo una acción

directa de estos linfocitos T en la recuperación (86) (87).

La supresión de la respuesta inmunemediada por células,

por medio de la timectomïa o del suero antitimocito ha incremen
tado la susceptibilidad de ciertos huéspedes experimentales a

virus como ectromelia (88), herpes (89), Junin (44) (45) (66)

entre otros, mientras que no ha tenido efecto con algunos ente
rovirus (90). Cuandoratones infectados con virus herpes fue­

ron tratados con suero antilinfocito en un estadío temprano de

la infección, previamente a la invasión del sistema nervioso

central (SNC), la incidencia de infección en SNCy la mortali
dad resultó incrementada. Cuandoel suero antilinfocito fue
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administrado una vez que el virus hubo invadido el SNC, el

tiempo de muerte resultó retrasado (91), esto indicarïa que

la actividad de las células linfoides protegen contra una in

vasión del SNC, pero una vez que dicha invasión se ha produ
cido su acción citotóxica acelera la enfermedad.

Los linfocitos T lisan a las células infectadas sólo si

ambas comparten los antígenos K y D (moléculas clase I) del

complejo mayor de histocompatibilidad (92). Probablemente la

destrucción de las células blanco por linfocitos T ocurren

durante la fase de eclipse del ciclo infeccioso.

Ha sido demostrado que los linfocitos T sensibilizados

son los responsables de la encefalitis que se desencadena en

determinados huéspedes experimentales, cuando el cerebro es

el órgano blanco de la infección viral (44) (47) (93) (94)

(66) (45) (65).

1.3.3. Función del macrófagoen las infecciones virales

Los macrófagos juegan un papel critico en la resistencia

a muchasinfecciones virales por via periférica (95).

El término "macrófago" fue introducido por Metchnikoff

en 1892 (96), quien clasificó a las células fagocïgicas como

"macrófagos" y "micrófagos" (leucocitos polinucleares) basán­

dose en aSpectos morfológicos y funcionales.

Las propiedades funcionales de las células macrofágicas

son: fagocitosis, pinocitosis y habilidad para adherirse a
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superficies de plástico o vidrio (97).

La ingestión de partículas se incrementa cuando son recu
biertas por anticuerpos especificos, con o sin complemento,

porque las células macrofágicas poseen en su membranacelular

receptores para el fragmento Fc (98) (77) de las inmunoglobu

linas y para factores del complemento (99).

Los fagocitos mononucleares se originan a partir de célu
las precursoras de la médula ósea donde maduran a promonoci­

tos y monocitos. Los monocitos se transportan por via sanguí

nea a órganos y tejidos donde continúa la maduración transfoE

mándose en macrófagos.

La propiedad que tienen estas células de ser capaces de

responder al estimulo externo y adaptarse a su entorno, las
hace únicas.

Las caracteristicas de los macrófagos que los convierten
en elementos tisulares reguladores son: a) actuar comocélulas

accesorias presentadoras de antígeno; b) liberar enzimas, fas
tores de crecimiento y moléculas activas de bajo peso molecu­

lar; c) poseer receptores para responder a linfoquinas, con lo

cual puedendesarrollar actividad citocida (100).
Por su presencia en el sitio donde se inicia una infección

y su amplia distribución, en contacto con la sangre circulan­

te en la mayoría de los órganos, los macrófagos resultan deci­
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sivos en determinar la susceptibilidad o resistencia hacia in

fecciones virales (72). Por otra parte, la proliferación macro
fágica puede ser inhibida por un agente viral, interfiriendo
de esta manera con la resistencia del huésped (101).

Gran parte de la información sobre 1a importancia de los

macrófagos en la resistencia a las infecciones virales pudo

ser obtenida a través de estudios de infecciones experimenta
les utilizando: a) distintas cepas de virus, b) huéspedes de

diferentes edades o c) distintas cepas animales de la misma

especie.

a) La utilización de cepas virales patógenas y atenuadas,

ha permitido reconocer marcadores de virulencia. En algunos

casos, pudo correlacionarse la capacidad de una cepa viral de

replicar en macrófagos con la susceptibilidad del animal a la

infección, mientras que la propiedad de los macrófagos en reg
tringir la replicación viral fue correlacionada con la resis­
tencia del huésped.

Estudios realizados por Mogensen (102) infectando ratones

con el virus del Herpes simplex (HSV), demostraron que la res

tricción por parte de los macrófagosperitoneales en la repli
cación del tipo l (HSV-l) fue mayor que para el tipo 2 (HSV-2).

La inoculación ip con HSV-2provoca hepatitis con progresivos

focos de necrosis, mientras que con HSV-l, dichos focos son es
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casos. Resultados similares obtuvieron Tosolini y Mimscon

LCM(103) quienes observaron que la cepa WE-3 que provoca una

enfermedad aguda en el ratón albino adulto infecta al 70%de
los macrófagos, mientras que sólo el 4%de estas células es­

taban infectadas con la cepa Armstrong, la cual es incapaz

de establecer una infección. Tambiénha podido establecerse

una relación entre la virulencia de diferentes virus de hepa

titis murinas (MHV)y su capacidad de crecer en células peri
toneales adherentes (104).

b) Las infecciones virales son en general muchomás se

veras en el periodo perinatal. A nivel experimental, los meca
nismos de resistencia relacionados con la edad, ocurren lue­

go de una inoculación por vía periférica, mientras que tanto

adultos comolactantes son susceptibles a una administración

intracerebral (105). Esta diferencia en la susceptibilidad de
los animales de laboratorio dependiente de la ruta de inocu­

lación, ha llevado al concepto de la existencia de barreras

que inhiben la distribución del virus hacia los órganos sus­

ceptibles. Dichas barreras estarian constituidas por macrófa
gos, cuya maduración tiene lugar durante las primeras semanas
de vida.

Trabajos realizados por Argyris (106) en ratones lactan­

tes, demostraron que la inmadurez inmunológica, es debida en
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parte a la presencia de células supresoras en los neonatos.

La administración de macrófagos de ratones adultos a lactan

tes dio origen a un aumento en el número de células formado

ras de anticuerpos en estos últimos y disminuyó la actividad

supresora de las células esplénicas. La transferencia de ma­

crófagos controlaría la actividad de las células supresoras
en los ratones lactantes y un incremento en el número de ma­

crófagos poco después del nacimiento da lugar a una disminu­

ción en el númeroy/o función de las células supresoras, per

mitiendo una competencia inmunológica. AdemásKnoblich y col.

(107) demostraron que la inhibición de los macrófagos murinos

por el tratamiento con sílica provocó un aumento en la produg

ción de anticuerpos hacia HVS,mientras que los sobrenadantes

de cultivos de macrófagosredujeron significativamente los ni
veles de anticuerpos.

Es de destacar que los macrófagos de neonatos no expresan

en su membranamoléculas Ia, siendo esta condición necesaria

para la interacción con la célula T en presencia de antígeno

(100). Además, la transferencia de macrófagos inmaduros a ani
males adultos, inhibe la expresión de Ia en estos últimos (108).

Luegode una inoculación periférica, los ratones infecta

dos con virus HSV-2desarrollan una resistencia a la encefali
tis dependiente de la edad. Estudios efectuados por Hirsch y
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col. (109) demostraron que los macrófagos de ratones lactan

tes infectados con HVS-2,liberan más virus que los de anima

les adultos, y lograrOn además, proteger a ratones lactantes

de la infección por la transferencia de células del exudado

peritoneal de animales adultos.

Otros modelos, en los cuales las células macrofágicas

juegan un papel importante en la resistencia del huésped rela
cionada con la edad, son: la hepatitis causada en ratones por

HSV-2 (llO), la infección por citomegalovirus murinos (CMV)

(lll) y por virus de la fiebre amarilla (90).

c) Muchasespecies animales son susceptibles a la infeg
ción con ciertos virus, mientras que otras son resistentes.

Además, la variación en la resistencia de miembros de una mis

ma especie, indican que ciertos factores genéticos juegan un

papel trascendente.

En algunos modelos, se ha demostrado que los macrófagos

expresan a nivel celular la resistencia genética observada

"in vivo", por ejemplo, López y Dudas (112) intentaron corre

lacionar la multiplicación en macrófagos de HSV-len cepas re
sistentes y sensibles a la infección. Aunquelos macrófagos

de ratones C57Bl/6, que resisten la acción viral, restringig
ron la replicación mejor que los de ratones Balb/c y A/S (mo­

deradamente y muysusceptibles respectivamente), dicha capaci
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dad no implicó resistencia genética, ya que los macrófagos de

cepas resistentes (C57Bl/6 x A/J) y(C57Bl/6 x BALB/c)Fl no pg

dieron restringir la replicación de HSV-l.
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1.4. VIAS DE ACCESO DE LOS VIRUS AL SNC

1.4.1. Vïa neural

La diseminación viral al SNCa lo largo de los nervios

periféricos fue la primera vía sugerida tanto por observacig
nes clinicas comopor estudios experimentales. Asi, la ruta

neural actuaria comopuerta de entrada al SNCdel virus de la

rabia y de HSV.Los primeros estudios con virus polio, soste­

nían también invasión del SNCa lo largo de las fibras nervio
sas (113).

1.4.2. Vía olfatoria

Bajo condiciones experimentales algunos virus pueden in­

vadir el SNCdirectamente desde la mucosa olfatoria. La inocu
lación intranasal o el uso de aerosoles con HSV,virus West

Nile o virus de la rabia produjo una infección de las neuro­
nas del bulbo olfatorio en ratones lactantes (114) (115) (116).

1.4.3. Vía hemática

Estudios experimentales y observaciones en el hombre han

indicado que la mayoria de las infecciones virales del SNCson

adquiridas a través de la sangre. El reconocimiento de la im­

portancia de la viremia para que un virus logre alcanzar el cg
rebro, se demostró en chimpancés infectados oralmente con vi­

rus polio en los cuales la viremia precedió la invasión del



SNC (117).

Evidencias experimentales indican que la mayor parte de

los virus multiplican en sitios extraneurales, establecen una
viremia por uno o varios mecanismos y pasan de la sangre al

cerebro o liquido cefalorraquïdeo por distintas vias (113).

Aunqueel virus liberado a la corriente sanguínea es eli
minadonormalmentepor el sistema reticuloendotelial, ésto

puede ser impedido por varios mecanismos: a) replicación en

el endotelio vascular o tejidos linfáticos, manteniéndosede

esta forma en elevadas concentraciones en el plasma (118);

b) asociación a células sanguíneas resultando así protegidos

de la función de "limpieza" del sistema reticuloendotelial

(119), esta asociación protege también al virus de la neutra
lización por anticuerpos circulantes o de la inactivación por
inhibidores no específicos del suero; c) por alteraciones en
la eficiencia del sistema reticuloendotelial.

Los virus pueden pasar de la sangre al cerebro o liquido

cefalorraquídeo por varios sitios anatómicos y por diferentes
mecanismos.

Los capilares cerebrales no presentan fenestraciones, tie
nen uniones herméticas y membranas densas y están densamente

empacadoscontra los pies chupadores de los astrocitos. Esta

configuración representa la barrera morfológica hematoencefá­

lica. A pesar de ello, muchosvirus logran atravesar esta ba­
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rrera, infectando primero las células de los endotelios vas
culares del SNCy luego la glïa y neuronas adyacentes (118)

(120) (121). Sin embargo, otros virus infectan directamente

la glïa que rodea a los pequeños vasos, sin que existan evi
dencias de infección de las células endoteliales (122) (123).

En algunas infecciones, los virus podrían ser transportados

por leucocitos infectados que franqueen las células endote­
liales (124).

La estructura de la barrera sangre-líquido cefalorra­

quïdeo es diferente, ya que los capilares presentan mayor

permeabilidad debido a la fenestración de los endotelios

vasculares del plexo coroideo. A pesar de ello, las partícu
las virales no tienen libre acceso al líquido cefalorraquí­

deo ya que tanto las células epiteliales del plexo coroideo

comolas células pioaracnoideas, están adheridas por fuertes

uniones apicales, constituyendo así la barrera sobre la su­
perficie cerebral. Los virus que pasan de la sangre al es­

troma del plexo coroideo pueden potencialmente infectar las

células epiteliales y diseminar el virus directamente en el

líquido cefalorraquïdeo o bien ser tranSportados por pinoci
tosis a través de las células epiteliales.

Existen evidencias que demuestran que algunos virus ig

fectan el plexo coroideo, luego las células ependimarias y

finalmente las células del parénquima, sugiriendo la posi­
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bilidad de invasión del líquido cefalorraquïdeo vía plexo c9
roideo (125) (126) (127).

Concluyendo, la invasión del SNCa partir de la sangre

requiere una secuencia de eventos que involucran los tejidos

extraneurales, sangre y membranasque separan la sangre del
cerebro.



2. OBJETIVOS

La rata es un animal de laboratorio usado muy frecuen­

temente para estudios de infecciones virales debido a la gran

susceptibilidad que presenta frente a un gran númerode vi­

rus, asi comola facilidad que brinda en cuanto a su repro­

ducción y manejo.

La infección por vía ip con VJ en ratas de 2 dias de e­

dad provoca a la inversa de lo que sucede utilizando la vía

ic, un 80%de mortalidad con signos neurológicos al emplear

VXJ, mientras que con VXJCl3, ésta no supera un 20% (62).

El objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio
detallado de la infección de la rata con VJ por vía ip, ya

que resulta un modelode gran interés por desarrollar una en
fermedad neurológica luego de una infección extraneural.

La finalidad del presente estudio puede dividirse en va
rios aspectos:
l) Desde que la rata de 2 días de vida inoculada por vía ip

se comporta de manera similar al cobayo en lo que se refiere

a su mortalidad de acuerdo a la cepa de VJ empleada, se ha

realizado un estudio exhaustivo para determinar si la vía eg

traneural puede permitir diferenciar cepas patógenas y atenua
das con la posibilidad de ser usada, al igual que el cobayo,
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como un marcador de atenuación.

Para ello fueron determinados:

a) La sensibilidad de la rata dependiente de la edad con dis
tintas cepas y dosis de VJ.

b) La replicación viral en distintos órganos en animales in­

fectados con ambascepas virales por las técnicas de unidades

formadoras de placas, co-cultivo e inmunofluorescencia.

c) La respuesta humoral especifica valorando los anticuerpos

neutralizantes, fijadores de complementoe inmunofluorescefies.

2) A fin de indagar los mecanismos patogénicos desencadenados

por la infección viral se intentaron determinar:

a) Las alteraciones anatomopatológicas en los principales ór­

ganos de los animales infectados.

b) La presencia de complejos inmunes.

c) El efecto de la transferencia de inmunosueroanti-virus.

3) En una infección experimental por vía ip, resulta de gran

interés el estudio de la interacción macrófagosperitoneales­
virus, para determinar la influencia de estas células en la

sensibilidad o resistencia a la acción viral. Condicha fina
lidad se estudiaron:

a) La determinación de la capacidad macrofágica "in vitro" de

elementos sanguíneos y células peritoneales de animales adul­

tos y de 2 dias de vida infectados con ambas cepas de VJ uti­
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lizando Staphylococcus aureus.

b) La replicación del virus en células peritoneales de ra­

tas del grupo etario de 2 dias y de animales adultos inocu

lados con VXJy VXJCl3, utilizando la técnica de centros in
fecciosos e inmunofluorescencia.

c) La acción de la administración de sílica, la cual bloquea

la capacidad fagocitaria de los macrófagos, en animales sen­
sibles a la infección (ratas de 2 días de vida infectadas con

VXJ) y resistentes a la misma, (ratas de 2 dias de edad ino­

culadas con VXJC13y de ll dias de edad infectadas con VXJ).

d) La transferencia de macrófagos de animales adultos a lac­

tantes, previo a la infección de estos últimos con VXJ.

e) El efecto de la transferencia de macrófagos de animales

infectados, a ratas de 2 días receptoras.

4) Es conocido el hecho de que los virus pueden alcanzar el

SNCpor vía hemática. El modelo rata inoculado por vía ip

permite evaluar, tanto la diseminación inicial a tejidos vas
culares (higado y bazo) comola subsiguiente multiplicación

viral que conduciria eventualmente a una viremia de suficien
te magnitud como para invadir el SNC. El curso de una infec­

ción viral luego de una inoculación periférica puede depender

de la interacción inicial virus-macrófago.
Para estudiar las vias de acceso al SNCse han realizado
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los ensayos de co-cultivo y de replicación viral en macró­

fagos descriptos en los puntos lb y 3h respectivamente.

5) Se determinó además, la existencia de protección cruzada,

basándose este estudio en los resultados obtenidos previa­

mente, o sea la susceptibilidad hacia las distintas cepas

virales en relación con las edades, vias, dosis y reSpuesta

a nivel de anticuerpos.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES

3.1.1. Ratas

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de exocria y de

la cepa endocriada Buffalo/Sim (Simonsen Lab. Inc.; Gilroy,

USA), las cuales fueron reproducidas y criadas en el biotg

rio de la Cátedra de Microbiología, Parasitología e Inmung

logia de la Facultad de Medicina, UBA.

Los animales fueron alojados en jaulas en grupos de 10

comomáximo, y las hembras preñadas en cajas individuales

de acero inoxidable donde se mantuvieron hasta el destete

de las crías.

Las hembras preñadas se observaron diariamente con el

objeto de registrar el momentoexacto de la parición.

Los animales fueron alimentados con Purina, alimento bg
"ad libitum".lanceado comercial, y agua

3.1.2. Ratones

Se utilizaron ratones de la cepa Rockland de 48-72 hs

de vida para obtención de las suspensiones de virus y para

estudiar la presencia y cuantificación de virus en determina
das muestras.
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3.1.3. Carnero

Se usó para la obtención de glóbulos rojos.

Fue donado por el INTA(Instituto Nacional de Tecnología Agro

pecuaria) (Raza criolla, de 12 a 18 meses de edad).

3.2. VIRUS JUNIN (VJ)

3.2.1. Cepa prototipo XJ (VXJ)

Fue aislada a partir de sangre de un enfermo de Fiebre

Hemorrágica Argentina procedente de la ciudad de Junin por

Parodi y col. en 1958 (l) y mantenida en cerebro de ratón las
tante.

El título de la suspensión en cerebro de ratón lactante

calculando según el método de Reed y Muench (128) fue de
7,7

lO DLso/ml (dosis letal 50).

3.2.2. Cepa XJC13 (VXJC13)

Deriva originariamente de VXJen el pasaje C2Rll. Fue

clonada en células MAlll(lïnea heteroploide de riñón de cone
jo) en el Laboratory of Tropical Virology, USA.

El título de la suspensión en cerebro de ratón lactante
8,4

calculado por el método de Reed y Muench fue de lO DLso/ml.

3.3. PREPARACION DB LAS SUSPENSIONES DE VIRUS

Las suSpensiones de virus se prepararon a partir de cerg
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bros de ratones de 48-72 hs de vida, los cuales fueron ino­

culados con lO3 DL50de cada una de las cepas por via ic

contenidas en 0,02 ml. Los animales se sacrificaron al sép
timo dia pi, preparando con los cerebros un homogeneidadoal

10%en medio de Hanks con 10%de suero de ternera inactivado.

Luego de centrifugados a 10.000 rpm durante 60 minutos, los

sobrenadantes fueron envasados en alicuotas de 0,5 ml y con­

gelados a -70°C. Todo el procedimiento se realizó a 4°C.

3.4. CULTIVO DE TEJIDOS

Fue empleada la linea continua de riñón de monoverde

africano Cercopithecus aethiops, denominadaVero. El virus

replica en estas células, dando lugar a una acción citopa­

togénica caracteristica (129). La linea se mantuvomediante

dos repiques semanales.

3.4.1. Medios de cultivo y soluciones

—Medio de crecimiento: Para la preparación de 100 ml se me;

claron lO m1 de minimal essential medium (MEM)lO x con lO ml

de aminoácidos no esenciales, 2,8 ml de bicarbonato al 5%en

agua bidestilada, l ml de antibiótico (Penicilina 100 U/ml y

Estreptomicina 100 mg/ml) y se llevaron a 100 ml con agua bi

destilada. Se agregó luego 5%de suero de ternera inactivado.
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- Medio de mantenimiento: Fue preparado de igual manera que

el medio de crecimiento, pero se adicionó 2%de suero de ter

nera inactivado.

- Solución de Hanks: Fue utilizada comodiluyente y para la

vado de los órganos empleados.

—Metil celulosa (MC,Methocel 1500 cP, Fluka): Se preparó

una suspensión al 1,6% en agua bidestilada y luego de agi­

tarla durante toda la noche a 4°C, fue fraccionada y este­
rilizada en autoclave.

- Solución de tinción de placas: Se preparó momentosantes

de su uso utilizando una parte de cristal violeta al 0,02%,

una de formol y ocho de agua corriente.

3.5. PROCESAMIENTO DE LOS ORGANOS PARA AISLAMIENTO VIRAL

Los órganos extraídos fueron homogeneizados al 10%en

medio de Hanks con 10%de suero de ternera inactivado. Lug

go de una centrifugación a 4°C durante una hora a 10.000 rpn,

se cosechó el sobrenadante, fraccionándolo y congelándolo a
-70°C hasta su uso.

3.6. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SUERO

Se obtuvo a partir de sangre, manteniéndola a 4°C duran

te 24 hs. Luego de centrifugación por lO minutos a 1.500 rpm,
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el suero fue separado, fraccionado y conservado a —70°C(pa

ra aislamiento viral) o a —20°C(para titulación de anticueE
pos).

3.7. DETECCION DE VIRUS EN ORGANOS

3.7.1. Unidades formadoras de placas (UFP)

Se utilizó la técnica descripta por Giovanniello y col.
(130).

Las células fueron dispersadas con tripsina al 0,25%y

llevadas a una concentración de 2,8—3,l x lO5 células/ml en

medio de crecimiento. Dos mililitros de la suSpensión fueron

sembradosen policubetas de poliestireno con 6 orificios de

35 mmde diámetro y fondo plano (Linbro Tissue Culture Plate).

Se deshechó el medio 18 hs más tarde, cuando la monocapa aún

no estaba formada, y se infectaron los cultivos con 0,1 ml

de las diluciones al décimo de los materiales. Las placas fue
ron agitadas e incubadas l hora a 37°C en una atmósfera de

5%de CO2 y 96%de humedad para lograr la adsorción del inócu

lo. Luego se adicionó a cada cavidad 2 ml de medio de creci­

miento 2 X y Metil Celulosa al 1,6% previamente calentada a

37°C, en preporción l:l e incubadas nuevamente en las condi­

ciones ya explicadas.

Al 5° día pi se agregó 1,5 m1 de medio de mantenimiento
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a cada cubeta y dos dias más tarde fueron reveladas con

2 ml de cristal violeta, luego de eliminar el medio semisó­

lido. Una hora más tarde se lavó con agua corriente y las

UFPfueron contadas, calculando los títulos con la siguien
te fórmula:

Titulo UFP/ml: N.D
V

N: número de placas

V: volumen del inóculo

D: dilución inoculada

3.7.2. Técnica de Co-cultivo:

La técnica de Co-cultivo es de gran sensibilidad y per
mite la detección de virus aún cuando esto no pueda lograrse

por los métodos convencionales (131).

Las células Vero fueron tripsinadas, centrifugadas y 11g

vadas a una suspensión de l x lO5 células/ml en medio de crg

cimiento. Se utilizaron botellitas de caras planas sembrando

2 ml de la suspensión celular, para el aislamiento de virus

en órganos y 4 ml en el caso de aislamiento a partir de san­

gre.

La extracción de sangre se realizó por decapitación o

punción cardiaca (según la edad de los animales), y fue recg

gida en un tubo con 0,2 ml de heparina diluída 1:10 en solu­
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ción fisiológica (SF). Se le agregó una cantidad igual a 1a

obtenida de antibiótico, incubándola luego l hora a tempera
tura ambiente.

Los órganos fueron extraídos estérilmente y colocados

en cajas de Petri con antibiótico; se lavaron 3 veces con sg

lución de Hanks y por último se les agregó medio de crecimien

to. Luego de disociar los tejidos, se sembraron 2 ml conte­

niendo algunos trozos en las botellas ya preparadas.

Para realizar el aislamiento a partir de sangre, se uti
lizó 0,1 ml de la misma.

Los co-cultivos de los tejidos disociados y las células
fueron controlados durante una semana, cambiando el medio en

caso de ser necesario. En los realizados con sangre, fue im­

prescindible el lavado y agregado de medio a las 24 hs pi,

para eliminar los glóbulos rojos en exceso que resultan tóxi
cos para las células.

Al 7° dia pi se recogieron los sobrenadantes, fraccio­

nándolos y conservándolos a -70°C hasta su utilización, y

los co-cultivos fueron sometidos a 5 repiques sucesivos para

aumentar la posibilidad de replicación viral.
Los materiales obtenidos se sembraron en cultivos celu­

lares para la detección de UFPcomo se describió en 3.7.1. e

inoculados a ratones lactantes por Vía ic en un volumen de

0,02 ml con el objeto de aislamiento viral. Estos fueron con
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siderados positivos, cuando los ratones presentaron los sig
nos neurológicos característicos de la encefalitis produci­
da por el VJ y su posterior muerte (41).

En los casos en los que el aislamiento no fue posible,

se utilizaron los sobrenadantes del 5° subcultivo para con­

firmar dicha negatividad.

3.7.3. Inmunofluorescencia

Muestras de cerebro y bazo fueron congeladas en acetona­

hielo seco y conservadas a -70°C hasta el momentode su pro­

cesamiento. Se efectuaron cortes de 4 p con micrótomo de con

gelación. La tinción se realizó con inmunosuerode rata anti­

VJ diluido 1:10 (obtenido según se describe en 3.12.) incubán
dose 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavó con PBSdu­

rante lO minutos, sometiendo luego los cortes a tratamiento

por 30 minutos con antigamaglobulina de rata obtenida en ca­

bra, marcadacon isotiocianato de fluoresceïna diluïda 1:32

(Dako, Denmark). Comocontrol se utilizó suero normal de ra­

ta. Luego de lavados, los preparados fueron observados con mi
croscopio Carl Zeiss con epi-iluminación.

3.8. DETECCION DE INMUNOCOMPLEJOS

Los órganos fueron tratados según se describe en 3.7.3.

y los cortes se incubaron durante 30 minutos a temperatura
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ambiente con antigamaglobulina de rata marcada con fluores

ceina (Dako, Denmark) por 30 minutos y luego de ser lavados

fueron observados con microsc0pio de fluorescencia.

3.9. VALORACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS

3.9.1. Titulación de anticuerpos neutralizantes (AcNt)

Se empleó la técnica de suero variable - virus constante.
Los sueros fueron diluidos al décimo en medio de Hanks

y se inactivaron a 56°Cdurante 30 minutos. Luego de realizar

diluciones al medio, se mezclaron con 400 DICT50 (dosis in­

fectante de cultivo de tejidos) de VXJC13.Tras una hora de

incubación a 37°C se realizó la prueba de UFPcomo se descri
bió en 3.7.1.

El título de los sueros fue expresado comola inversa

de la dilución que inhibe la formación del 50%de las UFPpre
sentes en el control virus.

3.9.2. Titulación de anticuerggs fijadores de complemmto(A:Fc)

3.9.2.1. Obtención del antígeno

Se utilizó el antígeno preparado según la técnica de

Casals (132). Para ello, un macerado de cerebro de ratones in

fectados a los 2 días de edad con 103 DL de VXJCl3 por via50

ic y sacrificados 7 dias más tarde fue deshidratado 3 veces
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con acetona y rehidratado con SF, durante 12 hs aproxima­

damente. Al cabo de una hora de centrifugación a 10.000 rpm

se fraccionó el sobrenadante y conservó a —70°C.Todo el pmg
ceso se realizó a 4°C.

3.9.2.2. Técnica de fijación de complemento

Para titular los Ac Fc se utilizó la técnica de micro
placas, realizando diluciones al medio de los sueros (pre­

viamente inactivados 30 minutos a 56°C) con 25 pl de buffer

Veronal por medio de microdiluidores calibrados para dicho

volumen (Microtiter, Cooke, Engineering CO). A cada cavidad

se adicionó 25 pl de antígeno diluido 1:20 con una pipeta

gotero (Microtiter, Cooke, Engineering CO). Luego de una

incubación de 15 minutos a 37°C se agregaron 25'p1 de coa

plemento de cobayo (5 dosis minimas hemolïticas 50%), man

teniéndola una noche a 4°C. Para completar la reacción fue

adicionado 50 pl de mezcla hemolitica compuesta por partes

iguales de glóbulos rojos de carnero al 2%y hemolisina di
luida al medio (Sudiar, título=lz3200), incubando a 30 mi­

nutos a 37°C y centrifugando 5 minutos a 1000 rpm. El ti­

tulo se expresó comola inversa de la dilución que presentó
un 50%de hemólisis.
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3.9.3. Titulación de anticuerpos inmunofluorescentes (Ac IF)

3.9.3.1. Monocapasde células infectadas

Células BHKpersistentemente infectadas (133) cultiva­

das en tubos de Leighton en una monocapa confluente, fueron

lavadas con PBS, fijadas con acetona fria a 4°C durante 10

minutos y conservadas a —20°C.

3.9.3.2. Determinación del título de Ac IF

Las células fijadas según 3.9.3.1. fueron cubiertas por

30 minutos a temperatura ambiente con diluciones de los sue­

ros a testear. Se lavó durante 10 minutos con PBS, adicionag

do luego el conjugado fluorescente (gamaglobulina de cabra­

anti gamaglobulina de rata), incubando nuevamente 30 minutos

a temperatura ambiente. Una vez completada la reacción, los

preparados fueron leídos inmediatamente en microscopio de
fluorescencia.

El titulo de Ac IF se expresó como la inversa de la maxi

madilución que permitió observar fluorescencia.

3.10. ESTUDIOS DE ANATOMIA PATOLOGICA

Los estudios anatomopatológicos fueron realizados por la
Dra. Victoria Muñiz Saavedra. Para la observación con micros­

copía de luz,los órganos fueron fijados en solución de Bouin,

incluídos en parafina y los cortes de 4 p fueron coloreados
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con Hematoxilina Eosina según los procedimientos habituales.

3.11. ESTUDIOS REALIZADOS CON CELULAS PERITONEALES Y MACRO­

FAGICAS

3.11.1. Obtenciónde células peritoneales

Las células fueron obtenidas por lavado de 1a cavidad

peritoneal. Para ello fue inyectado medio de Hanksadiciona

do de antibióticos, 10%de suero fetal bovino y heparina (5

unidades/ml) en la cavidad peritoneal con una jeringa de plás
tico descartable. Despuésde suaves masajes sobre la piel del

abdomen se practicó en la misma un pequeño orificio por el

que se extrajo el líquido inoculado por aspiración centrifu­

gándolo a 1000 rpm en tubos de plástico. Una vez lavado el se

dimento las células fueron contadas y diluïdas a concentracig
nes adecuadas.

3.11.2. Purificación de macrófagos a partir de células de exu­

dado peritoneal

Se utilizaron placas de Petri descartables de 100 mm

(Bristerilpla-K, Britania), las cuales fueron incubadas 24

hs a 4°C con gelatina al 0,01% en agua bidestilada. Las célu

las fueron obtenidas según se describió en 3.11.1. Se centri

fugaron y resuspendieron en MEMcon 10%de suero fetal bovino

inactivado y heparina.



-51­

Fueron sembrados 10 ml conteniendo 1,5 x 107 células

en las placas de Petri, luego de descartar la gelatina. Tras
una incubación de una hora a 37°C en una atmósfera de 8%de

CO2y 96%de humedad, el sobrenadante fue aspirado, para ob

tención de las células no adherentes y la monocapafue lava
da 3 veces en medio de Hanks.

Las células adherentes fueron removidas con tripsina y

0,04% de EDTAy luego de una incubación de 15 minutos a tem

peratura ambiente, se resuspendieron y se lavaron por centri
fugación. La viabilidad se midió por exclusión con Azul Tri­

pán.

Las poblaciones celulares presentes en cada fracción se

determinaron por tinción con Naranja de Acridina, según la

técnica descripta por Golstein y Blomgren (134). Para ello

se centrifugaron suspensiones conteniendo 2,5 x 106 células.

descartando el sobrenadante y resuspendiendo en 2 ml de Na­

ranja de Acridina 1:100 en SF. Luego de una incubación en

oscuridad a 37°C durante 30 minutos se observó en microscopio
de fluorescencia.

Los linfocitos se presentan comocélulas de tamaño media
no, con núcleos verdes y citoplasma ausente o presente como

un anillo o en un polo. Los macrófagos se observan comocélulas

de tamaño grande; el núcleo es verde y en el citoplasma, de cg

lor verde claro, posee numerosas granulaciones de color rojo
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brillante (lisosomas). Los polimorfonucleares poseen un nú­

cleo verde amarillento con su forma característica y el ci­

toplasma es verde con granulaciones escasas y rojizas. Los

mastocitos se ven comomórulas de color rojo.

3.11.3. Determinación de la capacidad macrofágica "in vitro"

La capacidad macrofágica de células de sangre y de exu­

dado peritoneal se valoró utilizando una cepa de saandaxncus

aureus fagotipo 80/81 empleando el método descripto por Nejam

kis y col. (135).
Los estafilococos fueron conservados en medio sólido

(tripticase soja-agar) cubierto con baselina liquida estéril
y se repicaron cada 4 meses. 24 hs antes de su utilización

fueron repicados en el mismomedio controlando su pureza por

el método de Gram.

Las bacterias fueron resuspendidas en SF y ajustadas a

8 gérmenes/ml según el método ne­una concentración de 1 x 10

felométrico de McFarland (136). Luego se inactivaron durante
30 minutos a 56°C.

3.11.3.1. Medidade la capacidad faggcitaria de los elementos

sanguíneos

A 0,8 ml de sangre le fueron adicionados 0,15 ml de citra
to trisódico al 4%.

Alïcuotas de muestras de sangre y suspensión de estafilo­
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cocos fueron mezcladas e incubadas a 37°C durante 30 minutos,

tras lo cual se realizaron 3 extendidos por muestra los que
fueron coloreados con la técnica de Leishman.

La medida de captación fagocitaria fue determinada so­

bre 100 leucocitos polimorfonucleares, obteniendo el porcen
taje de los elementos sanguíneos que presentaron fagocitosis.

3.11.3.2. Medidade la capacidad fagocitaria de las células de

exudado peritoneal

Las células se obtuvieron según lo descripto en 3.11.1.

Luego de centrifugadas se resuspendieron en Hanks conte­

niendo 30%de suero de rata normal inactivado y se las llevó

a una concentración de 2 x 107 células/ml. De esta suspensión

celular se colocaron 0,05 m1 en portaobjetos, incubándolos en

cámara húmedaa 37°C durante 15 minutos para obtener la fija­

ción de los macrófagos al vidrio.

Manteniendo los portaobjetos en la cámara húmeda se agre­

8 gérmenes/ml y segaron 0,05 ml de una suspensión de 1 x 10

continuó la incubación durante 45 minutos más. Al cabo de este

tiempo se sumergieron los portaobjetos (para lavar las células

no adheridas) por 30 segundos en SF y luego de secados se ti­

ñeron primero con coloración de Gramy a continuación con May­

Grunwald Giensa.

La capacidad fagocitaria fue determinada sobre 100 células,
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obteniendo el porcentaje de los macrófagos peritoneales que

presentaron fagocitosis.

3.11.4. Replicación del Virus en los macrófagos

3.11.4.1. Determinaciónde centros infecciosos

La técnica para valoración de centros infecciosos (137)

(lll) se realizó en las mismascondiciones descriptas para la

obtención de UFP (3.7.1.). Los macrófagos peritoneales fueron

incubados una hora a 37°C con inmunosuero anti VJ (obtenido

según se describió en 3.12.) y sembrados en una concentración

de 105; 104 y 103 células contenidas en 0,1 ml.

La cantidad de células en las cuales había replicación

viral fueron calculadas comoel númerode placas/104 células
sembradas.

3.11.4.2. Inmunofluorescencia

Las células se obtuvieron según descripto en 3.11.1.. Lug

go de ser lavadas, se sembraron 100 pl en portaobjetos, e incu

baron durante una hora a 37°C en una atmósfera de 5%de CO2 y
96% de humedad.

Las células fueron fijadas con acetona a 4°C durante 10

minutos y luego teñidas de acuerdo a lo detallado en 3.7.3.
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3.11.5. Tratamiento con Silica (Si)

La Si (Silicon Dioxide; 8102, Sigma) fue resuspendida

en SF en una concentración de 100 mg/ml, esterilizada con va

por fluente, y previamente a su uso tratada con ultrasonica­

cación para disgregarla.

3.12. OBTENCION DE INMUNOSUERO(IS) ANTI-VIRUS JUNIN

Ratas adultas fueron inoculadas por vía ip con lO5 DL50
de VXJC13en tres dosis con 15 dias de intervalo. Los anima­

les se sangraron 2 semanas después de la última dosis. El t;
tulo de Ac Nt fue de 320.

3.13. ESQUEMAS EXPERIMENTALES

Se detallan en resultados.

3.14. ESTUDIOS ESTADISTICOS

Se realizaron utilizando el test t de Student y la prug
ba de'Xz. Se tomaron como significativos los valores de p<0,05.

3.15. GRADOS CLINICOS DE ENFERMEDAD

Los grados clinicos se establecieron con el siguiente
criterio:
Grado O: animales no enfermos.

Grado l: animales que presentaban temblores y/o excitación.
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Grado 2: animales que presentaban lateralización de la marcha.

Grado3: animales que presentaban parálisis del tren posterior.

Grado 4: animales que presentaban todos los signos.

Los datos fueron calculados según la siguiente fórmula:

Indice del grado clinico:::LE;2_
N

n: número de animales con determinado grado de enfermedad.

g: grado de enfermedad.

N: númerototal de sobrevivientes.



4. RESULTADOS

4.1. VARIACION DE LA SENSIBILIDAD CON LA EDAD DE RATAS IN­

FECTADAS CON VJ

Se utilizaron ratas Wistar de l; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 10;

16 y 26 dias de vida, las cuales fueron inoculadas por vía

ip con 103 DL50 (contenidas en 0,02 ml) de cada una de las

cepas virales. Los animales infectados se observaron diaria
mente durante 35 días pi para controlar los signos clinicos

de enfermedad y la mortalidad.

Los datos se expresan como promedio de grados clinicos

obtenidos en los distintos días pi, según lo indicado en Ma

teriales y Métodos (3.15J, así comoel porcentaje acumulati
vo de mortalidad.

4.1.1. Sensibilidad de ratas infectadas con VXJ

- Animales de l dia de vida: Fueron inoculadas 39 ratas. C9

mopuede observarse en la Figura l, la mortalidad registra­

da fue del 69,23%. Los animales comenzaron a manifestar sig

nos clínicos de enfermedad a los ll dias pi, llegando a un

máximode 1,33 en el día 18 pi, desapareciendo a los 27 días

pi. El dia promedio de muerte fue 19,9.

—Animales de 2 días de vida; Se infectaron 63 ratas, en las

que se observó el 84,13% de mortalidad (Figura 2). Los signos
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Figura l: Morbi-mortalidadde ratas de 1 dia de edad infectadas con
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Figura 2: Morbi-mortalidad de ratas de 2 días de edad in­
fectadas con VXJa,
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a: Los animales fueron infectados por vía ip con 103 DL50
contenidas en 0,02 ml.
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clinicos de enfermedad comenzaron a aparecer alrededor del

dia 13 pi, alcanzando el promedio de grados de enfermedad

un pico de 2,41 a los 17 dias pi con un día promedio de muer

te de 19,49. Los animales sobrevivientes se recuperaron pau

latinamente desapareciendo la morbilidad después de los 29

dias pi.

- Animales de 3 dias de vida: Fueron utilizadas 26 ratas,

las cuales presentaron una mortalidad del 34,62% (Figura 3).

El día promedio de muerte fue 22,22. Los primeros signos cl;

nicos comenzaron a aparecer a los 10 días pi, llegando a un

máximode 1,48 al dia 16 pi.

- Animales de 4 dias de vida: Se emplearon 36 ratas. Comose

observa en la Figura 4, la mortalidad fue sólo del 13,88%,

siendo el día promedio de muerte 18,6. El grado de enfermg

dad resultó muchomenor que el observado para las otras edg

des estudiadas con un máximode 0,53 en el dia 18 pi.

—Animales de 5 días de vida: Fueron inoculadas 31 ratas. La

mortalidad registrada fue del 12,9%y en este caso también

los signos de enfermedad fueron menores con una media de gra

dos clinicos de 0,61 en el día 23 (Figura 5).

Conrespecto a los grupos etarios restantes, fueron ino­

culados 31 animales de 6; 23 de 7; 40 de lO; 21 de 16 y 15
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Figura 4: Morbi-mortalidad de ratas de 4 días de edad infectadas oon VXJa.

8 —90 <
9 >
z ' 80 :
_J <
O _ .1

2 ' 70 É ÜPorcentaje de morta
<8 _ 6° D 11dad

á _ 50 Si) ._.._.. Promedio de grados
c7) o clínicos
LU ' 40 4
o 1 — o

9 "3° 2
o —20 ¡­

“J ‘É2

o ' r 10Em c
(L , n 1 l 1 l ‘\

DIAS Pl

5: Morbi-mortalidadde ratas de 5 días de edad infectadas conFlgura

(o

8 í
g —90 E
_q —80o 5'

2 — _ 2 Ü8 7° :3 Porcentaje de mor-ta
C29 —60 3 lidad
c3 _’ ,_.__. Promedio de grados50 o .clínloos
LU <

o 1 ’40 C)

9 —3o ¿J

8 —20 E2
o —10 g
(I .
a Í Ingnflflnnflflnfl I I x

13 17 21 25 29 33
DIAS Pl

a: los animales fueron infectados por Vía ip con 103 DL50contenidas en
0,02 ml.



-62­

de 26 dias de vida y en ningún caso se observó morbi-morta
lidad.

Con las experiencias mencionadas se demostró que las
ratas de 2 dias de edad son las más sensibles a la acción

de VXJpresentando los máximosgrados de morbi-mortalidad.

4.1.2. Sensibilidad de ratas infectadas con VXJC13

- Animales de l dia de vida: Fueron infectadas 25 ratas. C9

mo se observa en la Figura 6, el máximo grado de enfermedad

(1,05) ocurrió entre los días 22 y 24 pi, alcanzando 1a mor

talidad el 16%con un dia promedio de muerte de 23,5.

- Animales de 2 días de vida: Se inocularon 34 ratas. La Fi

gura 7 presenta los resultados obtenidos. Los signos de en­

fermedad fueron menores registrándose un pequeño pico de 0,6

a los 22 días pi, con una mortalidad del 17,65% y el dia pqa
medio de muerte fue 20,33.

- Animales de 3 dias de vida: Se emplearon 28 ratas, las cua

les presentaron una mortalidad del 14,28% (Figura 8), siendo

el dia promedio de muerte 24 y poco importantes los grados
clinicos.

Con respecto al resto de las edades, fueron inoculados 40

animales de 5; 36 de 7; 24 de 10; 22 de 16 y 30 de 26 dias de

vida, y en ninguna de dichas edades se observó norbrmortfljdad.
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Figura 6: Morbi-mortalidad de ratas de 1 día de edad infectadas con VXJCl3a.
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Figura 7: Morbi-mortalidad de ratas de 2 días de edad in­
fectadas con VXJCl3a.
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Resumiendo, en los animales de 1; 2 y 3 dias infectados

con esta cepa, se produjo un reducido grado de morbi-mortali

dad que no difiere en cada uno de estos grupos etarios.

La Figura 9 presenta en forma comparativa el porcentaje
de mortalidad de ratas de diferentes edades infectadas con

310 DL de ambas cepas de VJ por vía ip.50

De acuerdo a los resultados obtenidos, se utilizaron pg
ra los restantes estudios, animales de 2 dias de edad, por

ser los que presentaron mayor diferencia en cuanto a la sus­

ceptibilidad hacia ambas cepas de VJ.

4.2. DESCRIPCION DE LOS SIGNOS CLINICOS OBSERVADOS EN RATAS

DE 2 DIAS INFECTADAS CON AMBAS CEPAS DE VJ

La mayoria de las ratas infectadas con VXJdesarrollaron

una severa encefalitis. Los primeros signos consistieron en

temblores y/o excitación y aparecieron alrededor de los 13

dias pi. Progresivamente, los animales presentaron laterali­
zación de la marcha, la cual fue seguida, en algunos casos,

por una parálisis fláccida del tren posterior, aunque no to­
das las ratas mostraron este último signo en forma regular.

Se observó que los animales en los cuales la fase de

excitación aparecia en forma tardía, eran los que solían re­

cuperarse.
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Figura 9: Mortalidad de ratas de diferentes edades infectadas
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En la Foto 1a se observa un animal enfermo a los 21 dias

pi, comparado a una rata normal (Foto lb) de la misma edad.

En las ratas infectadas con VXJC13que presentaron mor­

talidad, los signos clinicos fueron similares.

4.3. VARIACION DE LA SENSIBILIDAD DE RATAS DE 2 DIAS INFECTA­

DAS CON DIFERENTES DOSIS DE VJ

A fin de determinar cuál era la dosis óptima a utilizar

en futuras experiencias, fueron inoculadas ratas de 2 dias de

vida con 102, 103, 104 y 105 DL50de ambas cepas virales por
via ip. La morbi-mortalidad se controló durante 35 días pi.

4.3.1. Sensibilidad de ratas infectadas con VXJ

Los animales infectados con 102 DL50presentaron sólo un
50%de mortalidad, siendo el día promedio de muerte 24,11. La

3, 4 y 105 DL fue del 93,75;mortalidad provocada por 10 10 50

70 y 63,15% respectivamente con un día promedio de muerte de

21,6; 18,7 y 19,25 para cada una de las dosis mencionadas.

El porcentaje acumulativo de mortalidad, el dia promedio

de muerte, asi comola cantidad de animales utilizados para
cada dosis se detallan en la Tabla 1.

4.3.2. Sensibilidad de ratas infectadas con VXJC13

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 2 en la
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Foto la: Rata de 2 días de edad infectada con 103 D deLso
VXJ por Vía ip, a los 21 días pi. Se observa pa­
rálisis del tren posterior.

Foto lb: Rata de la misma edad sin infectar.
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Tabla l: Variación de la sensibilidad de ratas infectadas con

diferentes dosis de VXJ‘a

Númerode ,Porcentaje de Dia prcmedio
50 animales mortalidad de muerte

102 18 50 24,11

103 16 93,75 2.1,6

104 20 7o 18,7

105 19 63,15 19,25

a: los animales de 2 días de edad fueron inoculados por

vía ip con un volumen de 0,02 m1.
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Tabla 2: Variación de la sensibilidad de ratas infectadas con

diferentes dosis de VXJClBa

Númerode Barcentaje de Dia prcmedio
DLso animales mortalidad qe muerte

102 23 8,69. 23

103 20 10 20

104 26 38,46 26

105 22 13, 63 22

a: los animales de 2 días de edad fueron irmflados por

vía ip con un volumen de 0,02 ml.
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cual se incluye el númerode animales utilizados. No se re­

gistraron diferencias importantes en cuanto a la sensibili­

dad de las ratas inoculadas con 102, lO3 y 105 DL50 (entre
un 9 y 13%de mortalidad), mientras que las que recibieron

104 DL 0 presentaron una mortalidad de casi el 40%.5

De acuerdo con los resultados obtenidos, se decidió rea

lizar los restantes experimentos utilizando comodosis 103DISO
de cada una de las cepas.

4.4. AISLAMIENTO DE VIRUS

4.4.1. Titulación de virus por Unidades Formadoras de Placas

(UFP)

Ratas de 2 días de vida fueron infectadas con 103 DL50
de cada una de las cepas por vía ip. A diferentes tiempos pi

se les extrajo el cerebro, bazo, hígado y suero para titula­

ción de virus. Se utilizaron 3 animales por tiempo y las mues
tras fueron procesadas individualmente.

4.4.1.1. VXJ:

Por medio de esta técnica no pudo aislarse virus en ba­

zo, hígado y suero en los tiempos estudiados. Sin embargo, en

cerebro se detectó multiplicación viral a partir del día 9pi.
Comose observa en la Figura 10, el titulo de virus va
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Figura 10: Título de virus en cerebrode ratas infectadascon

E
É
LL105­
D

o

104_ o

1o3 —

1o2 —

< 1o2 1 o o o

Í l l10 20 30
ÓIAS Pl

._._.Animales que no presentan signos clínicos de enfermedad
,_»aAniInales que presentan temblores y/o excitación
a...._.Animalesque presentan lateralización de la marchay/o parálisis del

tren posterior
o Muestras obtenidas en el período previo a la aparición de signos clinicos

a: Los animales de 2 dias de edad fueron inoculados por Vía ip con 103
DL en un volumen de 0,02 ml.50
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aumentandohasta los 17 días pi, cualquiera fuera el grado
de enfermedad de los animales, alcanzando un titulo de

1,84 x lO5 UFP/ml en las ratas más enfermas. A partir de ese

momentolos títulos comenzarona disminuir paulatinamente.

Resulta de interés destacar que existe una relación di­

recta entre los titulos de virus y el grado de morbilidad.

4.4.1.2. VXJC13:

De los órganos estudiados sólo se encontró virus en ce­

rebro. Los resultados figuran en la Tabla 3, observándose u­

na respuesta heterogénea en las muestras individuales.

Conla técnica utilizada, no se detectaron placas hasta

los 10 dias pi. En este tiempo, uno de los animales que mos­

traba signos de enfermedad alcanzó un titulo de 7,95><104LEPAM”

El resto presentó valores del orden de 102 UFP/ml, titulo que

se mantuvo a los 13 días pi, incrementándose en el día 17 pi

y siendo no detectable a los 28 días pi.

4.4.2. Aislamiento de virus por 1a técnica de co-cultivo:

Animales de 2 dias de vida fueron inoculados con 103 DL50
de cada una de las cepas por vía ip y a diferentes tiempos pi

se les extrajo cerebro, bazo, hígado y sangre, los cuales fue
ron co-cultivados con células Vero, para determinar en forma

secuencial, la presencia de virus en dichos órganos y el acceso
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'Iabla 3: Título de Virus en cerebro en ratas infectadas con VXJC13a

Dia pi UFP/ml

< 1,25 x lo;
3 < 1,25 x 10

< 1,25 x 102

1,25 x 102
1,25 x 102
1,25 x 102

ON

AAA

7,95 x 104
10 6,25 x 102

2,75 x 102

2
A 1,25 x 10

13 5 x 102

1,25 x 102

5xl&
17 2,75 x 104

1,25 x 102A

3,725x lO4

21 < 1,25 x 102

1,25 x 102A

<1,25 x 102

28 < 1,25 x 102

( 1,25 x 10:2

a: Los animales de 2 días de edad fueron infectados por vía ip con

103 DL50contenidas en 0,02 ml.



al SNC.

Fueron sacrificados 3 animales por tiempo y se procesa

ron "pooles" de las muestras.

4.4.2.1. VXJ:

En la Tabla 4, puede observarse que a los 2 dias pi, los

primeros órganos en los cuales es posible evidenciar replica­

ción viral son el bazo y el hígado, persistiendo en dichos 65
ganos hasta los lO y 12 dias pi respectivamente. A partir del

4° día pi, también se registró multiplicación en sangre y cg
rebro.

Estos resultados estarian indicando que la inoculación

ip provocó una replicación viral en el bazo y en el hígado, a

partir de lo cual se produjo una viremia prolongada llegando

al cerebro, donde replica en forma extensiva.

4.4.2.2. VXJC13

Comose detalla en la Tabla 5, la replicación viral fue

detectada en el bazo y en el hígado al dia 4 pi, persistiendo

en el último órgano hasta el dia 6 pi. En el mismodía se re­

gistró multiplicación viral en sangre.
La presencia de virus en cerebro fue observada a partir

del día lO pi.
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Tabla 4: Aislamiento de virus en órganos en ratas infectadas con VXJ

utilizando la técnica de (Jo-cultivoa

O R.(3 A N (3 S

Días pi Bazo ' Hígado Sangre Cerebro

MxlmvhN

++++++

+++++++
12

15 - ­
17 - - ­
28 - - ­

+++++++

+++++++++

a: Los animales de 2 días de edad fueron infectados por via

ip con 103 DL5 contenidas en 0,02 ml.0



Tabla 5: Aislamiento de virus en órganos en ratas infectadas con

VXJC13utilizando la técnica de oo-cultivoa

MUESTRAS
Días pi Bazo Hígado Sangre Cerebro

2 _ _ _ _

4 + + - ­

6 - + + —

10 - - - +

12 - - - +

15 - - - +

17 - - - +

28 - - - +

a: Los animales de 2 días de edad fueron infectadas

por vía ip con 103 DL50contan'das en 0,02 ml.
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4.4.3. Detección de antígeno Viral por inmunofluorescencia

Animales de 2 días de edad fueron inoculados por vía ip

con 103 DL50de VJ y sacrificados a distintos tiempos pi ex­
trayéndoles bazo y cerebro.

4.4.3.1. VXJ

En cerebro, a partir del día 10 pi, se evidenció la pre­

sencia de antígeno Viral en neuronas corticales y subcortica­

les y en epitelio visceral de los plexos, así comoen astroci

tos en el día 23 pi. No se encontró antígeno en vasos y menin

ges.

La fluorescencia era de aspecto granular y de localización

citoplasmática, como se describió previamente (138) (Foto 2).

Los materiales obtenidos de bazo resultaron negativos con

excepción del día 15 pi, en los cuales se observaron focos mí
nimosde antígeno en células reticulares rodeando el centro

germinativo.
Todos los resultados se describen en la Tabla 6.

4.4.3.2. VXJC13

Comose observa en la Tabla 6, no pudo detectarse antígg

no viral en bazo, en ninguno de los tiempos estudiados, mien­

tras que en cerebro, se detectó focalizada y escasa expresión

de antígeno en los días 10 y 15 pi en neuronas corticales.



Foto 2:

-7 9­

Inmunofluorescencia indirecta de cerebro de una rata

de 2 días de edad inoculada con VXJ por vía ip y sa­

crificada a los 15 dias pi. Se observa antígeno Junín
250 X.en neuronas corticales.
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Tabla 6: Detección de antígeno viral por immnofluorescencia en ratas

infectadas con ambas cepas de VJ‘El

Intensidad de fluorescencia

Cepa de VJ Días =pi Cerebro Bazo

VXJC13 lO

15

23

++

I

a: Ios animales de 2 días de edad fueron infectados

¡Dr vía ip con 103 DL50contenidas en 0,02 ml.
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4.5. TITULACION DE ANTICUERPOS

4.5.1. Anticuerpos neutralizantes (AcNt)

Los sueros correspondieron a los mismosanimales utiliza

dos para la obtención de muestras para titulación Viral por
UFP.

4.5.1.1. VXJ

La respuesta de Ac Nt está representada en la Tabla 7.

En general, las ratas menos enfermas presentaban un mayor

titulo de Ac Nt. En los animales que no mostraban signos clí­

nicos, los Ac Nt comenzarona detectarse a los 12 dias pi,

con un título de 15, el cual fue aumentando a lo largo de la

infección, alcanzando un máximode 320 a los 28 días pi. En

los animales con signos de enfermedad, los valores fueron me­

nores y aparecieron recién a los 17 ó 21 dias pi llegando a

titulos de 120 a los 28 dias pi.

4.5.1.2. VXJCl3

Los títulos de Ac Nt fueron muchomenores en las ratas ing

culadas con esta cepa comparados con las infectadas con VXJ.

Comomuestra la Tabla 7, hasta el dia 13 pi, no fue posi­

ble la detección de Ac Nt. Se obtuvo un título de 20 a los 17

días pi, alcanzando un valor de 40 a los 28 días pi.
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Tabla 7: Titulo de anticuerpos neutralizantes en ratas infectadas con VJa

a: Los animales de 2 días de aiad fueron infectados por via ip con 103 DL5

C:

d
e:

Dia pi VXJ VXJCl3b

< 10C
3 < 10 (10

(10

< 10
6 < 10 < 10

< 10

<10
9 < 10 NRd

< 10

10 NR < 10

15 (me
12 (10 (1) NR

(10 (3)

13 NR < 10

20 (o)
17 20 (1) 20

(10 (3)

120 (0)
21 15 (1) 20

60 (3)

320 (0)
28 120 (1) 4o

120 (3)

0
de una u otra cepa contenidas en 0,02 ml.

b: los títulos representan el promediode las muestras obtenidas de 3 ani­
males en cada tiempo.
los titulos se apresan caro la inversa de la máximadilución que reflujo
el 50%de las UFP.

: No realizado .
Las cifras entre paréntesis representan los diferentes grados clinicos
de enfermedad (según Materiales y Métodos 3.15.) .
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4.5.2. Anticuerpos fijadores de complemento (Ac Fc)

Los sueros estudiados fueron los que se utilizaron pa­

ra titulación viral por UFP.

4.5.2.1. VXJ

Los Ac Fc comenzaron a detectarse en el día 12 pi, con

un título de 64, aumentandoal día 17 pi hasta un título de

128 y manteniéndose relativamente constantes hasta el día

28 pi (Tabla 8). Los Ac Fc aparecieron concomitantemente con

los Ac Nt, pero no se incrementaron en forma tan marcada a

lo largo de la infección.

4.5.2.2. VXJC13

Los resultados se muestran en la Tabla 8. Los Ac Fc em­

pezaron a detectarse en el dia 13 pi, con un título de 32, al
canzando un pico de 128 en el dia 21 pi y disminuyendo (títu­

lo: 32) en el día 28 pi.

Los títulos registrados fueron menores, al igual que los
titulos de Ac Nt, a los obtenidos en animales infectados con

VXJ.

4.5.3. Anticuerpos inmunofluorescentes (Ac IF)

4.5.3.1. VXJ

Comenzarona aparecer en el día 12 pi con un título de
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Tabla 8: Título de anticuerpos fijadores de complementoen ratas infec­
tadas con VJa

Día pi VXJ VXJCl3

< 2C
3 < 2 < 2

< 2

< 2
6 < 2 < 2

< 2

< 2
9 < 2 NR

< 2

10 NRd < 2

64- (0)"
12 64 (1) NR

64 (3)

13 NR 32

120 (me
17 128 (1) 64

NR (3)

64 (0)
21 64 (1) 128

128 (3)

256 (0)
28 128 (1) 32

128 (3)

Los animales de 2 dias de eiad fueron infectados por via ip con 10
de una u otra cepa contenidas en 0,02 ml.
los títulos representan el promeiiode las muestras obtenidas de 3 ani­
males en cada tiempo.

jo la harólisis en un 50%.
No realizado .

3
DL

Las cifras entre paréntesis representan los diferentes grados clinicos
de enfermedad (según Materiales y Métodos 3.15.)

50

- Los titulos se expresan ocmola inversa de la máximadilución que redg
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32 aumentando a lo largo de la infección y alcanzando valo­

res de 256 en el día 22 pi (Tabla 9).

4.5.3.2. VXJC13

Los títulos fueron menores a los obtenidos con VXJa1­

canzando a los 28 dias pi un titulo de 64 (Tabla 9).

4.6. TITULO DE AC Nt EN RATAS DE DIFERENTES EDADES INOCULA­

DAS CON VXJ

Tres animales de diferentes edades infectados por via

ip con 103 DL50de VXJ, fueron sacrificados a los 35 dias pi.
En la Figura 11 se observa que las ratas sobrevivientes

inoculadas a los 1; 2; 3 y 4 días de vida mostraron un titu­

lo de 480, siendo éste de 240 cuando se infectaron al poseer

5 y 6 dias de edad, disminuyendo a 120 en ratas de 7 dias.

Los grupos etarios de 10; 16 y 26 dias presentaron un título
de 80.

4.7. DETECCION DE INMUNOCOMPLEJOS

No fue posible la detección de inmunocomplejos en cere­

bro y bazo de animales infectados con VJ por via ip.

4.8. ESTUDIOS DE ANATOMIA PATOLOGICA

Sólo en el cerebro fueron registradas alteraciones de im
portancia en determinados casos.
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Tabla 9: Titulo de anticuerpos inmmofluorescentes en ratas infectadas

con VJa

Día pi vab VXJCl3

4 < 2C < 2

7 < 2 < 2

12 32 8

16 128 NR

22 256 16

28 NIRd 64

los animales de 2 dias de edad fueron infectados por vía

ip con 103 DL5 de una u otra cepa contenidas en 0,02 ml.0

Los titulos representan el prtmediode las muestras

obtenidas de 3 animales en cada tienpo.

Los titulos se expresan cano la inversa de la máxima

dilución que permitió la observación de fluorescencia.

. Norealizado.
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Figura 11: Título de Ac Nt en ratas de distintas edades infeg
tadas con VXJa.

S moo l

400­

300­

200­

100­
I/ - II A

NTULODEANNCUERPOSNEUTRAUZANTE

y; A;
7/ T

26
EDAD (días)

a: Los animales fueron infectados por-vía ip con 103 DL50
contenidas en 0,02 ml y sacrificados a los 35 dias pi.

Los títulos se expresan comola inversa de la máximad;

lución que inhibió el 50%de las UFP.



-83­

En la Tabla 10, se comparan los resultados observados pa

ra animales infectados con VXJ y VXJC13.

La observación más interesante para destacar es el infil
trado mononuclear meningeo a los 21 días pi, presente en el
cerebro de las ratas inoculadas con VXJ.

4.9. SENSIBILIDAD DE LA CEPA DE RATA ENDOCRIADA BUFFALO/SIM

AL VJ

Con el fin de poder realizar ensayos de transferencia de

células, se determinó la sensibilidad al VJ de esta cepa endg
criada.

En la Tabla 11 se detalla en forma comparativa la suscep
tibilidad al VJ de las ratas Wistar y Buffalo/Sim , asi como
el númerode animales utilizado.

Las ratas Buffalo/Sim de diferentes edades infectadas por

las Vias ip o ic con ambas cepas de VJ responden en forma si­

milar que las ratas Wistar, pero con un comportamiento más ho

mogéneo.

Los animales de 2 días de vida inoculados por via ic con

VXJpresentaron una mortalidad del 7,14%, siendo del 81,25%

en ratas de 10 dias de edad. Por el contrario, al ser inoculg
dos por via ip resultaron sensibles a los 2 días de vida (88%

de mortalidad) y resistentes a los 10 días de edad.

Cuando las ratas fueron infectadas por via ic con VXJC13
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'Iabla 10: Histopatologïa de órganos de ratas infectadas con VJ‘a

Cerebro

. Cepa de .- . .
Día pl virus Memnges Parénqunma Bazo

+ N N
VXJ + + + + N

+ + N
10

+ + N N
Wfiml3 + + N

+ N N

+ N N
VXJ + N N

+ + + N
15

+ + + N N
VXJC13 + + + N N

+ N N

+ + + + N N
VXJ + + + + N N

+ + + + N
21

+ N N
VXJC13 + + + + N

+ + + + N

+ + N
25 VXJC13 + N N

Comznl + N N

3
a: Los animales de 2 días de edad fueron inoculados con 10 DL50

por vía ip con un volumen de 0,02 ml.

Menirges + congestión
+ + congestión y hemorragia Vascular

+ + + hsnorragia
+ + + + infiltrado mononuclear

Parénquima N: normal Bazo N: normal
+: focos de gliosis
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Tabla ll: Sensibilidad de ratas Wistar y endocriadas (Buffalo/Sim) al VJa

%Mortalidad

Edad ie Vía Wistar Buffalo/81'10

VXJ ic 6,66 (1/15)b 7,14 (1/14)

ia ip 83,33 (25/30) 88 (44/50)2 d s

men ic 92,31 (24/26) 100 (33/33)
ip 12,5 (4/32) 8,11 (3/37)

VXJ ic 95,24 (20/21) 81,25 (13/16)

lo día ip 0 (0/16) 0 (0/14)S

VXJCB ic 100 (13/13) 100 (9/9)
ip 0 (0/9) 0 (0/8)

VXJ ic 0 (0/12) 0 (0/10)

16 día iP 0 (0/15) 0 (0/8)S

WQB ic 0 (0/8) 0 (0/25)
ip 0 (0/21) 0 (0/11)

VXJ ic 0 (0/10) 0 (0/12)
ip 0 (0/14) 0 (0/13)

26 días
men ic 0 (0/13) 0 (0/18)

ip 0 (0/16) o (0/17)

a: Los animales fueron inoculados con lO3 DLSOcontenidas en 0,02 m1
por vía ip.

b: Los númerosentre paréntesis representan la cantidad de animales
muertos sobre el total utilizado.
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tanto a los 2 como a los 10 días de vida, se obtuvo un 100%
de mortalidad, mientras que por vía ip fueron resistentes

(8,11 y 0%de mortalidad respectivamente).

Los animales de 16 y 26 dias de edad resistieron la in
fección con ambascepas, cualquiera fuera la vía utilizada.

4.10. ESTUDIOS REALIZADOS CON CELULAS MACROFAGICAS

4.10.1. Obtención de células adherentes a partir de exudado

peritoneal

En la Tabla 12 se observan los porcentajes de las pobla­

ciones celulares obtenidas a partir de exudadoperitoneal de

ratas Buffalo/Sim de 3 meses de vida, antes y después del tra
tamiento descripto en Materiales y Métodos (3.11.2.).

El 37%de las células de exudado peritoneal resultaron

macrófagos y el 41%linfocitos. El resto correspondió a basó­

filos (8%) y polimorfonucleares (14%). En la Foto 3a puede og

servarse la presencia de 2 macrófagos, un polimorfonuclear y
un linfocito.

La fracción de células adherentes presentó una viabili­

dad del 97%. Se registró un alto porcentaje de macrófagos (77%)

con una contaminación del 5%de linfocitos. En la Foto 3b se

observa un gran númerode células macrofágicas, caracterizadas

por sus granulaciones rojas.
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Tabla 12: Porcentaje de distintas poblaciones celulares en exudado

peritoneal de ratas adultas Buffalo/Sima

mekdo anxúón Enxxfión
JXIfiDmüd afirraúe naamxïaúe

Maczófagos 37% 77% 6%

Linfocitos 41% 5% 73%

P°1Ïm°r f0“ 14% 15% 8%¡nnlaues

BasSfilos 8% 3% 13%

a: Las detenninaciones se realizaron

utfljzmñbrnnmüa<kaamfidfin.
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Foto 3a: Células de la fracción no adherente obtenida a partir de exudado
peritoneal de ratas adultas. Puedeobservarse la presencia de 2
necrófagos, un polimorfonuclear y un linfocito. 1000 X. Tinción
con Naranja de Acridina.

Foto 3h: Células de la fracción adherente obtenida a partir de exudado
peritoneal de ratas adultas. Se observan gran cantidad de ma­
crófagos con sus granulaciones características. 1000X. Tin­
ción con Naranja de Acridina.



-94­

Las células no adherentes se hallaban enriquecidas con

linfocitos (73%)y el porcentaje de macrófagos en esta frac­
ción fue del 6%.

4.10.2. Determinación de la capacidad macrofágica "in vitro"

utilizando Staphylococcus aureus

Se obtuvo sangre y células de la cavidad peritoneal de

ratas de 2 días de edad y de animales adultos inoculados con

103 DL50 de VXJ o VXJC13por vía ip y de controles normales
sin infectar.

Las muestras fueron recogidas en los días 5; 8; 11 y 16

pi en el caso de ratas de 2 dias de vida y en los dias 7; 15

y 23 pi a partir de animales adultos.

Los datos se expresan como el promedio de 3 animales por

tiempo.

4.10.2.1. Medidade la capacidad fagocitaria de los elementos

sanguíneos

La capacidad de fagocitar S. aureus por parte de células

sanguíneas no se vio alterada por la infección con cualquiera

de las dos cepas.

Los resultados se detallan en 1a Tabla 13. En ninguno de

los tiempos estudiados se registraron diferencias significati
vas en el porcentaje de células de animales controles o infeg
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Tabla 13: Fagocitosis de células sanguíneas y peritoneales de ratas
infectadas con VJ“?l

%Fagocitosisb

. Cepa de Células Células
mad Día pl virus peritoneales sanguíneas

VXJ 16,66 (p>0,8) 9 (p>0,1)
5 VXJC13 15,66 (p>0,5) 10,66 (p>0,5)

Control 18 11,66

VXJ 16,33 (p>0,2) 11,66 (p)0,9)
8 VXJC13 17 (p > 0,2) 10,66 (p > 0,5)

Control 23,33 12,66
2 dias

VXJ 20 (P>0,6) 15 (P>0,2)
ll VXJC13 23,33 (p > 0,9) 12 (p> 0,8)

Control 22,33 11,33

VXJ 19,66 (p >0,9) 16,66 (p> 0,9)
16 VXJC13 16,66 (p > 0,4) 17 (p) 0,5)

Control 20 15,66

7 VXJ 23,66 (p) 0,6) 14,33 (p>0,5)
VXJC13 20,66 (p > 0,7) 19 (p > 0,9)

15 VXJ 20,66 (p > 0,7) 15,33 (p > 0,3)
Adultos VXJC13 21 (p> 0,9) 17,33 (p> 0,6)

23 VXJ 19,33 (p>0,4) 19 (p)0,9)VXJC13 21 (p)0,9) 16,33 (p)0,4)

Control 21,66 19

a: Los animales fueron iroculados con 103 DL50 contenidas en

0,02 ml (2 dias de edad) ó 0,2 ml (adultos) por vía ip.
b: Los datos se expresan ocmoel promedio de 3 animales por

tiempo .
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tados, lactantes o adultos, que fagocitaron los estafilicocos.
En las ratas adultas, la fagocitosis de las células san­

guíneas varió entre el 14,33 y 19%y en las lactantes, entre

el 9 y 17%según el dia en que fueron sacrificados los anima
les.

4.10.2.2. Medidade la capacidad fagocitaria de las células

peritoneales

En la Tabla 13 se observa que las células peritoneales de

los animales infectados presentaron una fagocitosis sin dife­

rencias significativas con los controles normales. En las ra­
tas adultas, la fagocitosis de las células obtenidas a partir

de la cavidad peritoneal estuvo entre el 19,33 y 23,66%, mien

tras que en las lactantes varió entre el 15,66 y 23,33%.

4.10.3. Replicación del virus en los macrófagos

4.10.3.1. Determinaciónde centros infecciosos

Fueron utilizadas ratas de 2 dias de vida y adultas in­
3fectadas con 10 DL de cada una de las cepas de VJ por via50

ip.
Las células peritoneales se obtuvieron a los días 1; 2;

3; 4; 6 y 11 pi. Las células adherentes se separaron según

descripto en 3.11.2. de Materiales y Métodos y se determinó
en ellas el númerode centros infecciosos.
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Los resultados presentados en la Tabla 14 indican que

en los animales de 2 días de vida infectados con VXJ, se de

tectó replicación viral desde el primer día pi, siendo 10

veces superior a los 3 días pi, pero comienza a descender en

forma pronunciada al día 4 pi.

En las ratas inoculadas con VXJCl3la multiplicación vi

ral fue menor que en las infectadas con la cepa patógena, rg

sultando al tercer día pi alrededor de 30 veces menor que en

los animales que recibieron VXJ. Los valores se mantuvieron

relativamente constantes hasta el día 6° pi.

En las ratas adultas infectadas con una u otra cepa de

virus, se detectaron mínimoscentros infecciosos.

4.10.3.2. Detección de antígeno viral por inmunofluorescencia

Fueron obtenidas muestras de macrófagos peritoneales de

ratas de 2 días infectadas por vía ip con ambas cepas de VJ.

Comose detalla en la Tabla 15, a los 4 y 7 días pi al­

rededor del 10%de las células adherentes obtenidas de anima

les infectados con VXJpresentaron antígeno viral citOplasmg
tico (Foto 4). Por otra parte, en las ratas inoculadas con

VXJCl3 sólo se detectó antígeno en la segunda semana pi en al
rededor del 1%de las células.

4.10.4. Tratamiento con Si

Las partículas de Si de un tamaño aproximado de 0,5 a 10 p
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'Iabla 14: Replicación viral en células peritoneales adherentes de
ratas infectadas con VJ‘a

b
. Cepa de N° de placas

mad Día pl Virus l células

l VXJ 46,66
VXJC13 2,5

2 VXJ 263,33
VXJC13 1,9

3 VXJ 566,66
VXJC13 17,66

2 días
4 VXJ 48,33

VXJC13 39,25

6 VXJ 6,25
VXJC13 46,25

VXJ 0
11 VXJC13 o

l VXJ 0
VXJC13 0

2 VXJ 0,3
VXJC13 0,5

“1”le 3 VXJ 0,4
VXJC13 0

6 VXJ 0VXJC13 0

a: los animales fueron irnculados con 103 DL50contenidas en 0,02 ml
(2 días de aiad) ó 0,2 ml (adultos) por vía ip.

b: los datos se expresan ocmoel prcmeiio de 3 animales por tienpo.
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Tabla 15: Detección de antigern viral por irmmofluorescencia en

macrófagos de ratas infectadas con VJ‘El

. Cepa de %de
Días pl virus células positivas

VXJ (+) 10%
4

VXJC13 (-) 0%

VXJ (+) 10%
7

vac13 (i) (1%

VXJ (-) 0%
10

VXJC13 (+) 1%

VXJ (-) 0%
15

VXJC13 (+) 1%

VXJ (-) 0%
23

VXJCl3 (-) 0%

a: Los animales de 2 días de edad fueron iroculados

con 103 DL50contenidas en 0,02 ml por vía ip.



Foto 4:
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Inmunofluorescencia indirecta de macrófagos peritonea­
les de ratas inoculadas a los 2 días de edad con VXJ

y sacrificadas a los 4 días pi. Se observa presencia
400 X.de antígeno Junín.
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al ser ingeridas por los macrófagos, los lesionan e inhiben

su capacidad fagocitaria (139) (140).

Para determinar la influencia de los macrófagos perito­

neales en la infección de la rata por via ip con VJ, se em­

plearon animales que resistïan la infección viral: ratas de

11 dias inoculadas con VXJ (53 animales) y de 2 días con

VXJC13(33 animales), y sensibles: ratas de 2 dias infecta­

das con VXJ (25 animales), a las que se inoculó 2 mg de Si/g

de peso por via ip 2 hs antes de la administración de 103

DL50de las cepas virales.
Los animales infectados y tratados, asi comosus respec­

tivos controles sin infectar y los que recibieron únicamente

tratamiento con Si se controlaron diariamente durante un pe­

ríodo de 35 días pi para determinar la mortalidad.

Comoes posible observar en la Figura 12a, los animales

de 11 dias de vida inoculados con VXJpor via ip, que son re
sistentes a la infección viral, presentaron una mortalidad
del 35,85%al ser tratados con Si. En las ratas controles del

mismogrupo etario que recibieron solamente Si, se registró

una mortalidad del 11,11%mientras que los infectados sin tra
tamiento presentaron una sobrevida del 100%.Las diferencias

fueron significativas ('X2: 12,71; p: 0,002).

En cuanto al grupo etario de 2 días infectado con VXJ
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Figura 12: Administración de Si a ratas infectadas con VJa.
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a: Los animales fueron inoculados con 103 DL50por Vía ip. Dos horas antes
de la infección fueron tratados con 2 mgde Si/g de peso por vía ip.
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por via ip, los resultados se detallan en la Figura 12b.
Cuandolos animales fueron tratados con Si resultaron

protegidos, ya que presentaron un 40%de mortalidad, sien­

do ésta del 83,33%para los controles ('XZ: 12,03; p: 0,002).

La Figura 12c muestra los resultados obtenidos con ra­

tas de 2 días de edad infectadas por via ip con VXJCl3. Los

animales inoculados con virus tuvieron un 6,6%de mortali­

dad, mientras que en los tratados con Si, ésta fue del 27,27%.

Los controles que recibieron solamente Si presentaron una

mortalidad del 7,14% (’X2: 4,38; 0,135 >p>>0,082).

4.10.5. Transferenciagpasiva de macrófagos

En un primer ensayo, fueron transferidas células tota­

les de exudado peritoneal de ratas adultas de 3 meses de vi­

da a lactantes. Las células se obtuvieron según se describió

en Materiales y Métodos (3.11.1.), se llevaron a concentra­
6ciones de 5 x 105 y 5 x 10 células/ 0,1 ml, siendo luego ad

ministradas por vía ip a ratas de un dia de edad. Estas Glti

mas fueron infectadas 24 hs más tarde con 103 DL50 de VXJ
por via ip.

La mortalidad fue registrada durante 35 dias. Se utili­

zaron 30 animales comocontroles de infección viral, 33 que
5recibieron 5 x 106 células y 14 con 5 x 10 células.

En la Figura 13 se observa que la mortalidad de los ani
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Figura 13: Efecto de la transferencia de células de amdado peritoneal
a ratas infectadas con VXJa.
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por Vía ip y 24 hs más tarde se infectaron con 103 DL50contenidas
en 0,02 ml por vía ip.
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males inoculados con VXJ fue del 100%y disminuyó al recibir

células peritoneales de animales adultos previamente a la in
fección viral.

Es interesante destacar la importancia de la concentra­

ción celular transferida, ya que con 5 x 106 la mortalidad

fue del 54,83% (m2: 13,49; p <0,001), mientras que utilizan­

do 5 x 105 células alcanzó el 71% ('xz: 2,77; o,157> p) 0,083).

Con el fin de determinar cuál de las poblaciones celula­

res era la responsable de la protección se usaron células

adherentes y no adherentes separadas según se describió en

Materiales y Métodos (3.11.2.).
Se utilizaron 30 animales comocontroles inoculados con

virus; 33 que recibieron l x 106 células adherentes y 17 trans
feridos con 1 x 106 células no adherentes.

Comose observa en la Figura 13, ninguna de las poblacio­

nes administrada por separado, pudieron proteger a los anima­
les de la acción viral.

4.10.6. Transferencia de células de exudadoperitoneal de ani­
males infectados

Ratas de 2 días de vida fueron infectadas por via ip con
310 DL de VXJ. A los 2 días pi se obtuvieron las células pg50

ritoneales según se describió en Materiales y Métodos (3.11.1.).
Las mismas fueron lavadas 3 veces con medio de crecimien­



-106­

to y adsorbidas una hora a 37° C con suero de rata anti VJ

(Materiales y Métodos 3.12.) para asegurar que no existiera
virus en el sobrenadante.

Las células transferidas provocaron enfermedad y muer­

te en los animales receptores de 2 días de vida. El porcen­

taje de mortalidad estuvo relacionado con el númerode célu
las transferidas, comose observa en la siguiente Tabla:

N° de células %de mortalidad N°de animales
transferidas utilizado

52,0 x 10 57,1 28

3,0 x 105 88,8 19

3,5 x 105 100 25

4.11. TRANSFERENCIA PASIVA DE IS

Ratas de 2 días de vida fueron inoculadas por via ip con

lO3 DL50de VXJ. Los animales fueron divididos en tres lotes,
de los cuales uno, constituido por 24 ratas, recibió sólo 1a

infección viral; otro,(54 animales) fue inoculado ademáscon

IS (título: 80) y el tercero cOn IS cuyo título fue de 320

(33 animales).

El IS fue administrado en 4 dosis de 0,1 m1 cada una por

vía ip en los días 0; 2; 4 y 6 pi.
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La Figura 14 muestra que los animales no fueron protegi

dos por el IS cuando éste poseía un título de 80, ya que la

mortalidad de los_mismos fue del 74,07%, mientras que en los

animales que recibieron únicamente la infección viral, ésta

fue del 75%(‘X2:0,009; p >0,317). Por el contrario, las ra
tas transferidas con IS con un título de 320, presentaron

una mortalidad del 45,45% ('XZ: 4,56; 0,046 >53) 0,025).

4.12. ESTUDIOS DE PROTECCION CRUZADA ENTRE LAS CEPAS DE VJ

Ratas de 2 días de vida inoculadas por vía ip con 103

DL50 de VXJC13 fueron desafiadas con 103 DL50 de VXJ por vía
ic a los 7; 8; 9; 10; ll y 12 dias de edad, período en el
cual los animales son sensibles a la infección ic.

La inoculación de ratas de 2 dias con VXJC13no las pro

tegió frente a una descarga con VXJa los 7; 8 y 9 días de

vida ( 5; 6 y 7 dias después de la infección con VXJC13), aun

que en el último de los tiempos menciOnados se registró un re
traso en la mortalidad.

La Figura 15a muestra que cuando los animales fueron de

safiados con VXJa los 10 días de edad (8 días luego de la i

noculación con VXJC13), la mortalidad disminuyó con respecto

a los controles sin protección (58,1% versus 94,7%) (’X2:20,48;

p (0,0005) y resultó retrasada con un día promedio de muerte

de 16,1 y 12,5 respectivamente.



-108­

Figura 14: Transferencia de IS a ratas infectadas con VXJa.
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Figura 15: Protección cruzada de ratas con dos cepas de VJa.
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Los animales que recibieron la descarga a los 11 días de

vida (Figura 15b), es decir, 9 dias luego de la inoculación

con VXJCl3, fueron protegidos en mayor grado, siendo la mor­

talidad del 51,4%versus 87,5% (‘Xzz 18,97; p (0,0005) y los

días promedio de muerte : 16,2 y 12,8 respectivamente.

El mayor grado de protección fue obtenido cuando la edad

de los animales fue de 12 dias (10 días después de la infec­

ción con VXJC13) siendo la mortalidad del 26,5% (‘Xzz 24,77;

p (0,0005) (Figura 15c).

Este último esquemaexperimental fue utilizado para de­
terminaciones de título de virus en cerebro.

Los datos expresados en la Tabla 16 muestran que los

animales infectados con VXJC13y desafiados con VXJ no pre­

sentaron título de virus en cerebro detectado por UFPen nin
guno de los tiempos estudiados.

Las ratas controles inoculadas con VXJC13por vía ip pg

seyeron titulos moderados a los 13 y 18 dias pi desaparecien
do a los,23 días pi (25 días de vida).

Los animales que recibieron VXJpor vía ic a los 10 días
de vida mostraron altos títulos desde los 5 hasta los 15 días

pi.



Tabla 16: Titulo de virus en cerebro de ratas infectadas con VXJC13

y desafiadas con VXJ‘31

DïaiÉade Grupo Ib Chupa II Grupo III

C2 2 415 (1,25 x 10 7,94 x 10 1 x 10

20 < 1,25 x 102 6,6 x 102 2,52 x 105

25 < 1,25 x 102 (1,25 x 102 3,98 x 105

Grupo I : Animales infectados con VXJC13y desafiados con VXJ.

Grupo II : Animales infectados con VXJC13.

Grupo III: Animales infectados con VXJ.

a: los animales de 2 días de edad fueron inaculados con 103 DL50

de VXJC13por vía ip y a los 10 días pi fueron desafiados con
3

10 DL de VXJ por vía ic.50

b: UFP/í'nl.

c: Los titulos representan el prcmeiio de las muestras obtenidas

de 3 animales en cada tiempo.
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5. DISCUSION

Estudios realizados hasta el presente utilizando a la ra
ta como huésped de experimentación para el estudio de la FHA,

demostraron que la misma tiene un comportamiento diferente se
gún la edad y la cepa de Virus utilizada, variando también su

susceptibilidad según la vía de infección (60) (62).

El objetivo del presente trabajo fue el estudio exhaust;
vo de la infección de la rata por Via ip con virus Junin, in­

tentando determinar los mecanismospor los cuales una infec­

ción extraneural es capaz de desarrollar una enfermedad neurg
lógica.

La diseminación del virus en el organismo juega un papel

critico en la habilidad que tiene una cepa viral en alcanzar

el órgano blanco. Es sabido, que aunque numerosos virus son al

tamente virulentos cuando se inoculan directamente en el teji

do cerebral, carecen, aparentemente, de factores necesarios pa
ra que se produzca una distribución exitosa desde los sitios
de infección periférica hacia el SNC.Estos factores incluirí­

an una importante replicación periférica, una entrada y distri
bución neural y una evasión a las defensas inmunológicas.

En lo que respecta a la sensibilidad de los animales de

diferentes edades a la infección ip con VXJ, las ratas de 2
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dias de vida resultaron ser las más susceptibles presentando

una mortalidad del 84,13% ( Figura 9) con evidentes signos

neurológicos.

En el grupo etario de 3 dias, a pesar de presentar un con

siderable grado de enfermedad, la mortalidad fue sólo del 34,62%.

La morbimortalidad continuó decreciendo concomitantemente con

el aumento de la edad, ya que los animales de 4 y 5 dias pre­

sentaron una elevada sobrevida y escasos signos de enfermedad

y a partir de los 6 días este huésped resistió la infección

por via ip con VXJ (Figura 9).

Merecesubrayarse la estrecha correlación entre la apari
ción de los signos clínicos de enfermedad y la mortalidad de
los animales.

De las investigaciones realizadas se puede afirmar que
las ratas de 2 dias de edad son las más sensibles a la acción

de VXJ, presentando los máximos grados de morbimortalidad.

Durante el corto tiempo en el cual un animal se desarro­

lla, los cambios fisiológicos que acompañana la maduración

disminuyenla susceptibilidad a infecciones virales. Los es­

tudios realizados por Sigel en 1952 (141) demostraron que se

producía un incremento de la resistencia asociado con la edad

del huésped para un gran númerode infecciones virales. Este

aumento de la resistencia en función de la edad, ha sido ob­

servado en gran cantidad de modelos experimentales como en



-ll4­

ratones infectados con VJ por vía ic (41), en ratas y ratones
con virus West Nile (142), en ratones inoculados con virus

Sindbis por vía ic (143) y con coronavirus (144) (145) (146).

La rata infectada con VXJC13por vía ic es susceptible

desde el nacimiento hasta los 12 días de vida (62). En cambio,

los datos presentados en el presente trabajo muestran que la

inoculación ip con esta cepa provoca una mortalidad de alre­

dedor del 15%sólo cuando los animales tienen entre 1 y 3 días

de edad, siendo luego resistentes a la infección viral ( Figu­
ra 9).

Lo observado en el modelo rata-VXJC13, es comparable a

los resultados obtenidos por Lodmell (147) con el virus rábico,

quien demuestra que cepas de ratones resistentes a 1a infección

viral por vía ip eran susceptibles a la inoculación ic, estan­
do bajo control genético la resistencia a la inoculación ip.
Datos similares fueron presentados trabajando con ratones in­
fectados con virus WestNile (142), en los cuales la sensibi­

lidad con reSpecto a la edad disminuye levemente tras una ing

culación ic, y en forma muyrápida por via ip, a pesar del neu

rotropismo de este virus, el cual invade el SNC(148). Además,

Sorensen y col. (149) observaron que ratas de diferentes cepas

eran sensibles a la infección ic con la cepa JHMde MHV,mien­

tras que resisten la infección ip.
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Sin embargo, trabajos realizados con retrovirus murinos

(150) y coronavirus (151) demostraron que los ratones eran

sensibles tanto a la inoculación por Vía ip comoic durante

los primeros dias de vida.

De acuerdo a lo descripto, la rata de 2 días de edad in

fectada con VJ por vía ip, puede ser utilizada comomarcador

de virulencia para diferenciar cepas patógenas y atenuadas,

ya que VXJprovoca alrededor del 85%de mortalidad, mientras

que VXJC13 sólo el 15%.

Los factores que influyen para que una cepa se comporte

comovirulenta o atenuada cuando penetra intraperitonealmen­

te, serían su capacidad de replicar en los macrófagos perito
neales y de distribuirse llegando al órgano blanco.

Comolas ratas de 2 días de vida fueron las que presen­

taron la mayordiferencia de mortalidad, se utilizó a este

grupo etario para profundizar los mecanismospor los cuales

el virus tiene acceso al SNCcausando la patología observada.

Primero se estableció la dosis adecuada para mantener la di­

ferencia entre ambas cepas, comprobando que 103 DL50 era la
más conveniente en animales infectados con VXJ, ya que 102

DL50provocaba sólo un 50%de mortalidad, obteniendo también

porcentajes relativamente bajos con 104 y 105 DL50 ( Tabla 1).

La menor susceptibilidad obtenida con 102 DL50podría deberse
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al menornúmerode partículas virales administradas, mientras

que el menor porcentaje de mortalidad observado con 105 DL50
se debería a interferencia por una alta concentración de par
ticulas virales, comofue observado previamente en ratas (62)

y ratones (41) infectados con VJ.

Los ensayos realizados infectando animales con distintas

dosis de VXJC13,demostraron qúe la mortalidad fue similar en
4

todos los casos, con excepción del grupo que recibió 10 DL50
( Tabla 2).

Conrespecto al aislamiento viral en órganos, éste fue

siempre mayor en ratas inoculadas con VXJcon respecto a las

infectadas con VXJC13por cualquiera de los métodos empleados.

Utilizando la técnica de UFP, sólo pudo detectarse re­

plicación viral en cerebro.

En los animales infectados con VXJse observó multiplica
ción a partir del dia 9 pi alcanzando un pico a los 17 días pi,

disminuyendo los valores a lo largo del período de infección

( Figura 10).

Resulta de interés señalar que los títulos de virus fue­
ron siempre más elevados en los animales con mayor grado de

enfermedad. Esto es similar a lo demostrado en ratones infec­

tados por via ic con una cepa neurovirulenta de MHV,ya que a­

nimales enfermos presentaron altos titulos de virus en cerebro,
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mientras que en los asintomáticos, no fue detectado virus in
feccioso (145). Además,en la infección de ratones lactantes

con virus Sindbis, la resistencia de los mismosestuvo acom­

pañada por una disminución del titulo de virus en cerebro(l43).
En los animales infectados con VXJC13los titulos de vi­

rus fueron menores, apareciendo alrededor de los 10 dias pi y

alcanzando el máximoa los 17 dias pi ( Tabla 3).

Estos resultados son comparables a lo demostrado con VJ

en cobayos (26) (28) y primates (58), en los cuales las cepas

atenuadas replican en los tejidos en forma más restringida que

la patógena. Además,administrando virus de Influenza por via

intranasal en ratas recién nacidas, se observó que la infección

con cepas virulentas provocó una mayor replicación viral en

el sistema respiratorio que las cepas atenuadas (152).

Es necesario destacar el hecho que en la rata de 2 días de

edad, que es sensible a la infección ic con VXJC13pero resis­

tente a VXJ, la cinética y concentración de ambas cepas en ce­

rebro fue similar (62) (64) (66). Por el contrario, utilizando

la via ip, la multiplicación viral se correlacionó con la sus­
ceptibilidad o resistencia a la infección. Además,en este mo­

delo, el grado de enfermedad depende de la mayor o menor repli

cación viral en cerebro, ya que cuanto más elevado fue el titu
lo de virus, más severos fueron los signos de enfermedad pre­

sentados por los animales, lo que también ha sido observado en
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otras infecciones virales (153).

Ya ha sido señalado que la rata de 10 días de vida es sen
sible a la inoculación ic con VJ, alcanzando un titulo máximo

de virus en cerebro a los 7 días pi (60). En los animales de 2

días de edad infectados con VXJpor via ip, el titulo de virus

en cerebro alcanza un pico a los 17 días pi, lo que coincide
con el momentoen el cual el titulo es máximoen las ratas de

10 dias inoculadas ic: 7 pi. Además, los signos neurológicos

presentados por ambosgrupos son similares. Por lo tanto, se­

ria posible que el mecanismoque lleva al desarrollo de la en
fermedad en ambosmodelos sea similar. Por otra parte, en las

ratas de 2 días de edad inoculadas ip con VXJC13,la cantidad

de virus que llega al SNCes muchomenor y no sería suficien­

te para provocar enfermedad.

El rescate de virus utilizando la técnica de cocultivo,

cuya sensibilidad es muy superior a la del método convencio­

nal, demostró que en los animales infectados con VXJ, hubo

una replicación sostenida en hígado y bazo, seguida de vire­

mia prolongada y persistente multiplicación viral en cerebro
( Tabla 4). Por el contrario, en ratas infectadas con VXJC13,

la presencia viral fue fugaz en hígado y bazo, la viremia bre
ve y la multiplicación viral en cerebro registrada recién a
partir del dia 10 pi ( Tabla 5).
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Los resultados indican que la mayor neuropatogenicidad

de VXJestaría dada por una mayor capacidad de replicación

de esta cepa en bazo e higado, dando lugar a una prolongada

viremia que facilita el acceso al SNC.

Brooks y col. (150) demostraron que la invasión del SNC

luego de la infección ip de ratones con retrovirus murino,

tuvo origen comoresultado de la diseminación por vía hemáti

ca, ya que la viremia y la multiplicación viral en bazo pre­

cedieron el crecimiento exponencial en cerebro.

Estudios realizados con HSV,demostraron que tras una

inoculación por vía ip, el virus alcanzó el SNCpor caminos

hematológicos y neurológicos (114) (154).

También pudo ser demostrado para la infección por via ip

de ratones lactantes con coronavirus, alta recuperación de vi
rus en cerebro, resultando infectados ademásel cordón espinal,

la raíz dorsal del ganglio y retina. Sin embargo, no hubo crg
cimiento viral en tejidos no neurales, lo que implicaría un

acceso al SNCpor caminos neurológicos (151).

Carrigan y col. (153), utilizando hamsters infectados con

virus de sarampión por via ip, observaron una interrelación en
tre la encefalitis provocadapor la infección viral con la di­

seminación en pulmón, riñón y bazo, así como en cerebro.
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Los experimentos para detección de antígeno viral con
inmunofluorescencia se correlacionan con los resultados ob­

tenidos utilizando las técnicas detalladas anteriormente. En

ratas infectadas con VXJpudo detectarse antígeno en bazo en

el día 15 pi, observándose sólo focos mínimos de antígeno en

células reticulares rodeando el centro germinativo. En cere­

bro se evidenció antígeno viral a partir del día 10 pi en

neuronas corticales y subcorticales y epitelio visceral de
los plexos, así comoen astrocitos en el día 23 pi ( Tabla 6).

La fluorescencia fue de localización citoplasmática y de as­

pecto granular, comofue descripto previamente (138).

Los animales infectados con VXJCl3presentaron antígeno

viral solamente en cerebro, observándose una moderada expre­

sión de antígeno en neuronas corticales en los días 10 y 15 pi,

En cuanto a la respuesta inmunológica humoral, las expe­

riencias realizadas demuestran que VXJinduce una mayor síntg
sis de Ac Nt, Ac Fc y Ac IF que VXJC13.

Las ratas inoculadas con VXJ, presentaron títulos más al

tos de Ac Nt cuanto menores eran los grados clínicos de enfeE
medad. En animales no enfermos los Ac Nt comenzaron a detec­

tarse a los 12 días pi y los valores se incrementaron a lo

largo de la infección, mientras que en las ratas con eviden­

tes signos de enfermedad, aparecieron a los 17 o 21 días pi
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( Tabla 7).

Comparandolos resultados obtenidos de Ac Nt y de ais­

lamiento viral, surge que el grado de enfermedad se correla
ciona con el titulo de Virus en cerebro y la menor cantidad
de Ac Nt.

Este efecto causado por la cepa patógena puede ser de­
bido a varios factores:

a) Una posibilidad, sería que en los animales capaces de pro
ducir una buena respuesta de anticuerpos, éstos neutralicen

gran parte del virus y por ello la morbimortalidad sea menor

comparada con los que no han podido desarrollar una inmuni­
dad humoral satisfactoria.

La observación de desaparición secuencial de virus y apa

rición de anticuerpos en infecciones virales no letales, sugi
rió que la respuesta humoral podría estar involucrada en con­

trolar la Viremia y permitir la recuperación de una infección

aguda. Algunos autores sostienen que los anticuerpos disminui
rïan la dispersión del virus al SNC, como ocurre con HSV(155)

(156).

La capacidad de los anticuerpos de neutralizar al virus

antes de que éste alcance al órgano blanco fue demostrada pa
ra gran cantidad de infecciones virales (90) (155) (156) (157)

(158) (159), mientras que en otros casos también juega un pa­
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pel importante la inmunidad mediada por células (137) (160)

(148).

b) Comofue mencionado anteriormente, en las ratas con una

replicación viral muyelevada, los grados clínicos de en­

fermedad fueron más severos, lo cual podria comprometer su

sistema inmune dando lugar a una disminución en la forma­

ción de anticuerpos y por ende, una mayor mortalidad. Ensa

yos recientes (161) apoyan esta hipótesis, ya que demuestran

una depresión de la respuesta humoral hacia antígenos hete­

rólogos en ratas de 2 días infectadas con VXJpor vía ip.

Ha sido claramente comprobadauna inhibición de la res­

puesta inmune debida a una infección viral (162) (163), como

sucede en cobayos infectados con VJ (31) (32) (38) (39), así

como en ratones inoculados con LCM(164).

c) También podrian formarse inmunocomplejos, lo que daría c2

moresultado una disminución en el título de anticuerpos Cir
culantes. En ratones persistentemente infectados con LCMse

pudieron detectar anticuerpos no neutralizantes en forma de

inmunocomplejos que son depositados en el riñón provocando

glomerulonefritis (165).
En cuanto a los animales inoculados con VXJC13,los tí­

tulos de Ac Nt fueron bajos y detectados tardíamente ( Tabla

7). Esto sería debido a una pobre replicación viral, siendo la
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masa antigénica insuficiente comopara estimular el aparato

inmunocompetente.

Los Ac Fc aparecieron simultáneamente con los Ac Nt pg

ro como se mantuvieron en forma constante, no guardaron re­

lación con el grado de enfermedad.

Notkins (166) ha sugerido que un aumento desproporcio­

nado de anticuerpos no neutralizantes serían capaces de blg
quear la efectividad de los Ac Nt sintetizados. Esto podría

ocurrir en el modelo rata-VJ, ya que a pesar de la presencia

de Ac Nt, los animales con severo grado de enfermedad sucum
ben a la infección.

Los Ac Fc y Ac IF presentaron menores títulos en los a

nimales infectados con VXJCl3y se ha sugerido que este ti­

po de anticuerpos no conferirian protección ni neutralizar;
an al virus (167).

Los animales infectados a diferentes edades por vía ip

con VXJque sobrevivieron, presentaron a los 35 dias pi ma­

yores titulos de Ac Nt cuanto menor edad tenian al ser ino­

culados ( Figura 11). El antígeno viral provocaría una mayor

reSpuesta cuando el animal es más sensible, debido, quizás,

a una mayor replicación.

No se detectó la presencia de complejos antígeno-anti­
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cuerpo en bazo y en cerebro de ratas infectadas con VJ. Esto

descartarïa la posibilidad de que la patOgenia de la enfermg
dad sea debida a la presencia de inmunocomplejos que fueran

los responsables de una disminución en el titulo de anticuer
pos neutralizantes.

Los estudios de anatomia patológica demostraron la exis
tencia de un infiltrado mononuclear meningeo en el cerebro de

las ratas inoculadas con VXJ, lo que estaria indicando que la

muerte de los animales se deberia a una encefalitis, la cual

podria ser debida a un mecanismode hipersensibilidad retar­

dada. En cambio, no se observaron alteraciones histopatológi
cas en el cerebro de animales infectados con VXJC13;

Las ratas endocriadas Buffalo/Sim respondieron en forma

similar a las de la cepa Wistar a la infección con VJ.

Resultó de importancia determinar la sensibilidad de es
tos animales, para la realización de ensayos de transferen­

cia de células, ya que la respuesta a una infección viral pue
de estar controlada genéticamente como sucede en ratones con

el virus de la rabia (147) y con el MHV(104).

Es de gran valor el papel que juegan los macrófagos en

la resistencia o susceptibilidad a numerosasinfecciones vi­
rales cuando éstas se realizan por vía extraneural (95).
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En el presente trabajo se estudió la influencia de es­

tas células peritoneales en la infección experimental de la
rata por vía ip.

En los primeros experimentos, se intentó determinar si

la capacidad fagocitaria estaba alterada. Los resultados in
dicaron que la fagocitosis del S. aureus por los macrófagos

peritoneales y por los elementos sanguíneos de animales lag
tantes o de adultos infectados, con una u otra cepa de VJ,

no presentaba diferencias significativas con respecto a los
controles sin infectar ( Tabla 13).

Experiencias realizadas en cobayos infectados con VXJ

demostraron que la fagocitosis tampoco estaba alterada (135)

y datos similares se obtuvieron con macrófagos peritoneales

de ratones inoculados con VXJ y VXJCl3 (168).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la in­

fección de ratones con virus de Influenza, el cual no supri­

mió la fagocitosis mediada por macrófagos pulmonares hacia

S. aureus, ni inhibió el efecto bactericida (169). Sin embar
go, los macrófagos esplénicos y de la cavidad peritoneal de

ratones infectados con virus Dengue, mostraron una reducción

de la fagocitosis de rojo neutro y de partículas de látex
(170). Además,la actividad fagocïtica de macrófagos perito­

neales del ratón hacia glóbulos rojos de carnero recubiertos

con IgM resultó inhibida por la infección con HSV(171).
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En gran cantidad de infecciones virales, ha sido corre
lacionada la capacidad que puede tener una cepa viral para

replicar en macrófagos, con la virulencia de esa cepa para

el huésped; mientras que la capacidad de los macrófagos en

restringir la multiplicación viral, fue relacionada con la
resistencia a la infección (89) (172) (104).

Conel propósito de dilucidar se esta correlación se

presentaba en el modelo rata-VJ, se realizaron con macrófa
gos peritoneales de ratas de 2 días infectadas por vía ip

con ambas cepas de VJ ensayos de centros infecciosos.

Se observó que en los macrófagos de animales inocula­

dos con VXJ, la replicación viral fue detectada desde el pri
mer día pi, hasta llegar a ser alrededor de 10 veces supe­

rior a los 3 dias pi.
La multiplicación viral en los macrófagosperitoneales

de ratas que recibieron VXJCl3fue menor, encontrando al ter

cer día pi alrededor de 30 veces menoscentros infecciosos

que en los animales infectados con la cepa patógena.

En adultos inoculados con una u otra cepa se detectaron

mínimoscentros infecciosos ( Tabla 14).

De estos resultados surge que los macrófagos de ratas

de 2 dias actúan comocélulas permisivas para la replicación

del virus, no sucediendo lo mismocon las células de anima­



les adultos.

La capacidad de multiplicación es más elevada para VXJ,

lo que implicaría una mayor liberación de virus infectivo,
con la consiguiente invasión de tejidos vasculares y vire­
mia, a través de la cual el virus accederïa al SNC,como fue

sugerido con los resultados obtenidos con la técnica de co­

cultivo para el aislamiento viral.
Estas experiencias llevan a conclusiones similares a

las obtenidas con CMV(173) donde el bazo y el hígado resul

tan los principales órganos de replicación viral temprana.

Los ratones esplenectomizados sobrevivieron en forma signi­

ficativa a la infección y presentaron menorestítulos de vi
rus en hígado. Además, se determinó que los macrófagos es­

plénicos eran el sitio predominantepara la multiplicación
viral. Por lo tanto, la replicación temprana en macrófagos

de bazo induciria la lesión hepática y contribuirïa a la pg
togénesis de la infección.

Laguens y col (174) demostraron que VXJ replica en ma­

crófagos y células dendríticas de cobayos, mientras que

VXJCl3sólo pudo asociarse a estas últimas. Además, en es­

te modelo fueron observados altos títulos de virus en órga­

nos ricos en macrófagos y por inmunofluorescencia se detec­

tó una elevada infección de células fagocíticas de tejidos
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hemopoiéticos, pulmones y glándulas adrenales, lo que sugiere

que estas células cumplirïan un papel importante (175).

Estudios realizados en ratón demostraron que el VJ mul­

tiplica en macrófagos peritoneales de animales lactantes y a­

dultos, siendo mayorla sensibilidad de las células de rato­

nes jóvenes, lo que coincide con la mayor sensibilidad de los
mismos al virus (176).

Tambiénfueron obtenidos resultados similares con macrg
fagos peritoneales de ratones C3Hinfectados "in vitro" con

MHV.Las células obtenidas a partir de animales de 4 semanas

de edad, resistentes a la infección, produjeron 10 veces me­

nos virus que los macrófagos de ratones de una semana de vi­

da, los que son susceptibles a la infección (177).

Esto concuerda con lo observado en el modelo rata-VJ,

ya que en los animales adultos se observó una mínima repli­
cación viral.

Además, se comprobó que VXJ y VXJC13multiplican "in vi­

tro" en macrófagos de ratón adulto. En este caso, los tituIOS

con VXJC13fueron más altos aunque ambas cepas siguieron si­

milares patrones de infección (168). Esto permite inferir

que los macrófagos son los sitios primarios de la replica­
ción del virus "in vivo".

Roberts (178) demostró que los macrófagos peritoneales
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de ratones eran alrededor de 10 veces más susceptibles a la

infección con una cepa virulenta de ectromelia, que con una
atenuada.

Resultados análogos fueron obtenidos con LCM(103), con

HSV-l y HSV-2 (109) (102); aunque recientemente se vio que

cepas de HSV-lcon alta o baja patogenicidad para ratones,

replicaron en forma semejante en los macrófagos peritoneales

(171), y con MHV(179) (104).

Además, estudios realizados con MHV-2(180) mostraron

que el virus es adsorbido en igual forma por macrófagos de

ratones resistentes y sensibles, pero en las células de ani
males susceptibles, el virus multiplica alcanzando altos ti

tulos, mientras que no lo hace en macrófagos de animales re
sistentes.

Contrariamente, el virus "Tick-borne encephalitis" es

capaz de multiplicar tanto en macrófagos peritoneales de ra
tones altamente sensibles comode ratones resistentes, no

existiendo en este caso, correlación entre multiplicación en

macrófagos y resistencia "in vivo“ (181).

Tambiénes interesante destacar que macrófagos de rato
nes resistentes y susceptibles a la infección con coronavi­
rus, no presentaron replicación viral, tanto "in vitro" co­
mo "in vivo" (151) lo que indicarïa que la resistencia en
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este modelo no depende de la inhabilidad del virus de crecer

en macrófagos.

En el modelo rata-VJ por vía ip, la detección de anti­

geno viral en macrófagos, por inmunofluorescencia, se corre
lacionó con los resultados obtenidos utilizando la técnica

de centros infecciosos, ya que un mayor porcentaje de macrg

fagos peritoneales presentaron antígeno citoplasmático cuan
do los animales fueron infectados con VXJque cuando fueron

inoculados con VXJC13 ( Tabla 5).

Otra forma de estudiar el papel cumplido por los macró­

fagos en una infección viral, es mediante el bloqueo de los

mismos. Esto puede ser realizado tratando los animales con

suero antimacrófago, o con ciertos agentes quimicos, comola

Si, la cual es selectivamente tóxica para los macrófagos (139)
(140).

En el presente trabajo, fue posible observar que las ra
tas de 11 dias de vida, que resisten la infección con VXJpor

via ip, presentaron una mortalidad del 35%cuando fueron tra­

tadas con Si ( Figura 12a). Esto indicarïa que la falta de

sensibilidad en estos animales está dada por la capacidad de

los macrófagos en prevenir la acción viral.
La resistencia a la infección con HSV(89), CMV(111),

virus de la fiebre amarilla (90) y virus de la rabia (182),
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fue también revertida por la Si o suero antimacrófago.

Por otra parte, cuando ratas de 2 dias de edad infectadas

con VXJ, fueron tratadas con Si, los animales resultaron pro7

tegidos en un 43,33%, lo que podría explicarse porque el blo­

queo de las células macrofágicas no permite la multiplicación

viral ( Figura 12b).

Resultados similares, en los cuales la Si protege contra
una infección, fueron obtenidos en ratones infectados con VJ

(183) y con MHV-3 (184).

En conclusión, los ensayos realizados mediante tratamien

to con Si, se correlacionan con los estudios de replicación vi

ral, es decir, en los animales sensibles a la infección, el vi
rus multiplica en los macrófagos y resultan protegidos al ser

bloqueadasestas células. Por otra parte, en las ratas resis­
tentes, el virus seria destruido por los macrófagos, y el tra
tamiento con Si alterarïa la resistencia a la infección.

Estos resultados también concuerdan con experiencias re­

alizadas con Calomys musculinus infectados por vía ip con VXJC13

(185). Fue demostrado que los animales adultos, resistentes a la

infección, presentaron una mortalidad del 27%luego de tratamien

to con Si, rescatándose, además, virus de cerebro. Por otra par
te, en lactantes sensibles a la infección, la mortalidad dismi­

nuyó y resultó retrasada cuando recibieron la droga.
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La administración de Si a ratas de 2 dias de vida infeg
tadas con VXJC13( Figura 12c) no alteró la respuesta de los

animales, lo que indicaría que la participación del macrófa­

go en este modelo es poco relevante. En ratones lactantes y

adultos y animales inmunosuprimidos, infectados con VXJ, el

tratamiento con Si tampocomodificó el curso de la infección

(186).

En general, las infecciones virales son más severas cuan
do se establecen durante el período neonatal que en la edad

adulta. Para ello existen varias explicaciones: la madurezde

las células que participan en la respuesta inmune; la mayor

producción de interferón; cambios en receptores virales; tem
peratura corporal más estable, etc.

Los macrófagos pueden influir sobre las células que los

rodean secretando productos bioactivos; presentando el antí­

geno a los linfocitos y siendo activados para eliminar gérmg
nes intracelulares. Los linfocitos deben interaccionar con el

antígeno presentado por el macrófago para reconocerlo, y a su

vez, el macrófago es regulado por las linfoquinas secretadas

por los linfocitos (100).
Los linfocitos T pueden limitar una infección viral por

destrucción de las células infectadas (187) o estimulando o­

tras células, por ejemplo fagocitos mononucleares, las cuales
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interfieren con la replicación viral (188).

La interacción entre el macrófago y la célula T requie­

re que el primero sintetice y exprese antígeno Ia en su mem­

brana (189). Los macrófagos de los neonatos no expresan feng

típicamente el Ia, y más aún, los macrófagos inmaduros trans

feridos a adultos inhiben la expresión de este antígeno (108).

En el modelo rata-VXJ, los macrófagos jugarían un papel

crítico en permitir la diseminaciónviral de la periferia al
órgano blanco. Para estudiar la importancia que tiene la ma­

duración de estas células en la sensibilidad dependiente de

la edad de la rata infectada con VXJ, se realizaron transfe

rencias de células peritoneales de animales adultos a lactan
tes, 24 hs antes de la inoculación de virus.

En un primer ensayo, se transfirieron células totales de

exudadoperitoneal, lográndose una disminución significativa

de la mortalidad, la cual dependió de la concentración celu­

lar transferida ( Figura 13).
La inoculación de células adherentes y no adherentes de

ratas adultas por separado, no logró proteger a los animales

de 2 días de vida de la infección ip con VXJ.

En infecciones con HSV (109) (110), CMV(111), Coxsackie

(137), virus rábico (182) y MHV(177) (145), la transferencia

de macrófagos de animales adultos resistentes a lactantes sus
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ceptibles, ha permitido proteger a éstos últimos contra la
infección.

Resulta interesante destacar que Levy-Leblond y Dupuy

(144) demostraron que la transferencia de resistencia a ra­

tones lactantes infectados con MHV-3,requirió linfocitos T

junto con células adherentes de ratones adultos.

Esto resulta comparable a lo observado en el modelo ra

ta-VXJ, ya que sólo la transferencia de células de exudado

peritoneal de ratas madurasresultó efectiva en proteger a

los lactantes, mientras que las células adherentes y no adhg
rentes administradas separadamente, no tuvieron efecto. El

"switch" de susceptibilidad a resistencia dependerïa de la

maduración de otras poblaciones, además de los macrófagos,

presentes en el exudadoperitoneal, aparentemente linfoci­
tos T.

La administración de células no adherentes de adultos

no protegieron a los animales lactantes, ya que los macrófa

gos residentes en la cavidad peritoneal de los mismosno pre
sentan antígeno Ia en su membranacelular, y por lo tanto,

no pueden interaccionar con los linfocitos T de los donantes.
Las células adherentes transferidas, tampocointeractuarïan

con los linfocitos T de los receptores, por no poseer éstos
la madurez requerida.
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Ha sido propuesto para infecciones virales (188) y bag
terianas (190), que los fagocitos mononucleares, al ser ac­

tivados por los linfocitos T, perderían la capacidad de per
mitir la replicación intracelular. Trabajos recientes de
Lehmann-Grube y col. (191) postulan que en la infección

por vía endovenosa con LCMdel ratón adulto, los linfocitos

T activados secretarían linfoquinas que interferirían direg
tamente en células del entorno, incluyendo macrófagos.

Cuandoratas de 2 días de edad recibieron células peri
toneales de animales del mismogrupo etario infectados con

VXJ, les provocaron enfermedad y muerte en forma correlacig
nada con el númerode células transferidas. Los resultados

corroboran la hipótesis de que la replicación temprana del

virus en macrófagos peritoneales sería la responsable de la

diseminación viral hacia órganos y el acceso al SNC,dando

lugar a la patogenia observada en las ratas de 2 dias de e­

dad inoculadas por via ip con VXJ.

La administración temprana de inmunosuero homólogo an­

ti VXJC13permitió la sobrevida de las ratas de 2 dias in­
fectadas con VXJ.

Cuandoel título del IS fue de 320 la mortalidad dismi

nuyó al 45,45%vs. 75%de los controles sin tratamiento, pg
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ro con un IS con titulo de 80, no se logró disminuir la mor
talidad ( Figura 14).

Estos datos indican la importancia de los Ac Nt en el

modelo rata-VXJ y coinciden con lo registrado para los ani­

males con diferentes grados de morbilidad, ya que cuanto ma
yores fueron los signos clinicos, menor fue el titulo de Ac

Nt presentado.

La importancia de la transferencia temprana de IS ha

sido demostrada para la rata (68) (67), asi comopara otros

huéspedes experimentales inoculados con VJ (192) (193) y en

numerosas infecciones por otros virus (90) (156) (158) (159).

Cuando los anticuerpos son dados luego de una inocula­

ción periférica de un virus causante de encefalitis, la prg
tección puederepresentar la neutralización del virus, antes
de que éste alcance el órgano blanco (148), por inhibición

del crecimiento viral en el sitio de inoculación (158) y en

los tejidos de los animales (194).

Los ensayos de protección cruzada de ratas de 2 dias de

edad infectadas con VXJCl3por via ip y desafiadas con VXJ

por via ic a distintos dias pi, dieron comoresultado la pro
tección de los animales. Dicha protección fue posible a par­

tir de los 10 dias de edad, siendo obtenido el mayor grado

de protección a los 12 días de vida (26,5%de mortalidad)( Fi



gura 15).

Los animales infectados con VXJC13y desafiados con VXJ

no presentaron título de Virus en cerebro (por UFP) en los

tiempos estudiados, mientras que los controles inoculados

con VXJmostraron altos títulos desde los 5 días pi. Las ra

tas infectadas con VXJC13por via ip presentaron títulos m9
derados de virus en cerebro ( Tabla 16).

Los mecanismosresponsables de la protección podrian

ser: a) la neutralización de VXJpor los anticuerpos induci
dos por la inoculación de VXJC13,b) la activación de meca­

nismoscelulares que eviten la hipersensibilidad retardada

que causa el VXJal ser inoculado ic en ratas de 12 días de

vida (datos no publicados)l c) la interferencia a la repli­

cación de VXJ por presencia de VXJC13en cerebro de los ani

males protegidos, d) la acción del interferón endógeno, etc.

Estudios de protección realizados con VJ en cobayos, de
mostraron que la inoculación de las cepas atenuadas (25) (26)

(28) y del virus Tacaribe (29) (30) confieren un 100%de pro

tección contra un desafío con la cepa patógena. En el modelo

primate, tanto VXJC13como el virus Tacaribe han protegido a

los mismos frente a un desafío con VXJ (58) (59).

Trabajos realizados utilizando cepas de MHV,mostraron

que los ratones inoculados por vía intranasal con una cepa de
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baja virulencia (MHV-S),adquirieron resistencia contra la in­

fección ip con la cepa virulenta (MKV-2)(195). Los títulos de

virus en cerebro, bazo e higado y la multiplicación viral en

macrófagos fueron menores en los animales preinmunizados. Es­

to indica que la resistencia fue debida a la supresión del crg
cimiento de MHV-2en órganos "target". Los Ac Nt no jugarïan

ningún rol, ya que no se detectó actividad neutralizante en e
se estado temprano.

Además, estudios con HSV-l, demostraron que la cepa ate­

nuada HSV-l ANG,protege contra la infección fatal con HSV-l

WALdada simultáneamente o 24 hs antes de la infección con la

cepa patógena (196). La protección se debería a que HSV-l ANG

induce muchomás eficientemente la producción de interferón,

asi como de células NK.



6. CONCLUSIONES

- La rata de 2 días de vida inoculada por vía ip con VXJpre

senta alrededor del 85%de mortalidad con evidentes signos

neurológicos, decreciendo concomitantemente con la edad.

Los animales infectados con VXJC13presentan una morta­

lidad de aproximadamente el 15%entre 1 y 3 días de edad,

siendo luego resistentes a la infección viral.
Por lo tanto, la rata de 2 días de vida infectada con

VJ por vía ip puede ser utilizada comomarcador de virulen­

cia para diferenciar cepas patógenas y atenuadas.

- La dosis más adecuada para mantener la diferencia de mortg

lidad entre ambas cepas es de 103DL50.

- El aislamiento viral en órganos, fue mayor en ratas infec­

tadas con VXJcon respecto a las inoculadas con VXJC13por

cualquiera de los métodos empleados.

Utilizando la técnica de UFPsólo puede detectarse repli
cación viral en cerebro. Los titulos de virus fueron siempre

más elevados en animales con mayor grado de enfermedad.

El rescate de virus por cocultivo demuestra que, en los

animales infectados con VXJ, hay una replicación sostenida en

hígado y bazo, seguida de viremia prolongada y persistente

multiplicación viral en cerebro. Por el contrario, en ratas
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infectadas con VXJC13,la presencia viral es fugaz en higado

y bazo y la viremia breve.

La mayor neuropatogenicidad de VXJ estaría dada por una

mayor capacidad de replicación de esta cepa viral en bazo e

higado, con una viremia prolongada que facilita el acceso del
virus al SNC.

En ratas infectadas con VXJ, mediante ensayos de inmung

fluorescencia, se evidenció antígeno viral en neuronas corti
cales y subcorticales, así comoen astrocitos. Los animales

inoculados con VXJC13presentaron una moderada expresión de

antígeno en neuronas corticales.

- VXJ induce una mayor síntesis de Ac Nt, Ac Fc y Ac IF que

VXJC13.

Los animales inoculados con VXJpresentaron titulos más

altos de Ac Nt cuanto menores son fueron los grados clinicos

de enfermedad. Los Ac Fc y Ac IF no guardan relación con di­

chos grados.

Los animales infectados a diferentes edades con VXJque

sobreviven, presentan a los 35 días pi mayores titulos de Ac

Nt, cuanto menor edad tienen al ser inoculados.

- No se detectó presencia de complejos antigeno- anticuerpo en

bazo y en cerebro de ratas infectadas con VJ.
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- La anatomía patológica demuestra en cerebro de ratas inocu

ladas con VXJ, la existencia de un infiltrado mononuclear me
ningeo, lo que estaria indicando que la muerte de los anima­

les se deberia a una encefalitis la cual podría ser debida a

un mecanismode hipersensibilidad retardada. Por el contrario,

no se observaron alteraciones histopatológicas en cerebro de
animales infectados con VXJC13.

- La fagocitosis del S. aureus por los macrófagos peritonea­

les y por los elementos sanguíneos de animales lactantes o a
dultos infectados con una u otra cepa de VJ, no presenta di­

ferencias significativas con respecto a los controles sin in
fectar.

—En células adherentes de animales inoculados con VXJ, la

replicación viral (determinadapor centros infecciosos) es
mayor que en los infectados con VXJCl3. En adultos inocula­

dos con una u otra cepa se detectaron mínimos centros infeg
ciosos.

De acuerdo a estos resultados, se deduce que los macró
fagos de ratas de 2 días actúan comocélulas permisivas para

la replicación del virus, no sucediendo lo mismocon las cé­
lulas de animales adultos.

La capacidad de multiplicación es más elevada para VXJ,

lo que implicaría una mayor liberación de virus, con la con
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siguiente invasión de tejidos vasculares y viremia, a través
de la cual el virus accedería al SNC.

La detección de antígeno viral por inmunofluorescencia,

corrobora los resultados obtenidos mediante la técnica de cen

tros infecciosos, ya que un mayor porcentaje de macrófagos pe

ritoneales presentaron antígeno citoplasmático en animales in
fectados con VXJ.

- Las ratas de 11 días de vida, que resisten la infección con

VXJpor vía ip, presentan una mortalidad del 35%cuando son

tratadas con Si. Cuando los animales de 2 días de edad son ing

culados con Si, resultan protegidos en un 43%. Esto implica­

ría que las ratas sensibles a la infección resultan protegi­

das al ser bloqueados los macrófagos, ya que el virus no pue

de multiplicar en estas células. Por otra parte, en las ratas
resistentes, el virus sería destruido por los macrófagosy el
tratamiento con Si alteraría la resistencia a la infección.

La administración de Si a ratas de 2 días de vida infec­

tadas con VXJCl3no altera la respuesta de los animales, lo

que indicaría que la participación del macrófago en este mo­

delo es poco relevante.

- La transferencia de células de exudadoperitoneal de anima­

les adultos a lactantes infectados, dio comoresultado una

disminución significativa de la mortalidad, que depende de la
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concentración celular transferida. La inoculación de células

adherentes y no adherentes de ratas adultas por separado, no

logró proteger a los animales de 2 días de la infección ip

con VXJ. Por lo tanto, se requiere que las células adheren­

tes y no adherentes (aparentemente linfocitos TMsean madu­

ras, para interactuar entre ellas y limitar la infección.

- La transferencia a ratas de 2 días de edad de células pe­

ritoneales de animales del mismogrupo etario infectados con

VXJ, les provocan enfermedad y muerte en forma correlaciona­
da con el númerode células trasferidas. Los resultados co­

rroboran la hipótesis de que la replicación temprana del vi
rus en macrófagos peritoneales seria la responsable de la

enfermedad en las ratas de 2 días de edad inoculadas ip con

VXJ.

—La administración de IS permitió la sobrevida de ratas de

2 días infectadas con VXJ, lo que indica la importancia de
los Ac Nt en el modelo rata-VXJ.

- La inoculación de VXJC13por via ip a ratas de 2 días de

edad, protegió a los animales frente a un desafío con VXJpor

vía ic a partir de los 10 dias de edad. En este grupo no se

aisló virus en cerebro por UFP,mientras que los títulos fue
ron elevados en los controles infectados con VXJ.
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Los mecanismos involucrados en la protección podrían ser:

neutralización Viral, inhibición de la hipersensibilidad re­

tardade, interferencia, producciónde interferón, etc.

“J
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