
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Intervención de los mecanismosIntervención de los mecanismos
inmunológicos en el curso de lainmunológicos en el curso de la

infección viralinfección viral

Barrios, Hebe Alicia

1985

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biológicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Barrios, Hebe Alicia. (1985). Intervención de los mecanismos inmunológicos en el curso de la
infección viral. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1969_Barrios.pdf

Cita tipo Chicago:
Barrios, Hebe Alicia. "Intervención de los mecanismos inmunológicos en el curso de la infección
viral". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
1985. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1969_Barrios.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1969_Barrios.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1969_Barrios.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


U N I\7E R S II)A D [>E BIJEIN O S A.I R E S

FZXC UJLT‘A.D D E C I EDJC IIXS 13X A(ÏI‘A S Y DJA.T UIQA.LIES

"INTERVENCION DE LOS MECANISMOS INMUNOLOGICOS EN

EL CURSO DE LA INFECCION VIRAL"

AUTOR:Lic. Hebe Alicia Barrios

DIRECTOR:Dra. Nora Ruth Nota

LUGARDE TRABAJO:Cátedra de Microbiología, Parasitología e Inmuno

logía, Facultad de Medicina, U.B.A.

Tesis presentada para optar al titulo de DOCTOREN CIENCIASBIOLOGICAS

*****

1985



A MI ESPOSO

A MIS PADRES



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Nora Ruth Nota por su esmerado y continuo apoyo cien

tïfico que hicieron posible la culminación de esta Tesis.

A los Dres. Octavio A. Giovanniello y Silvia N. Rondinone

por su inestimable colaboración,asesoramiento técnico y apoyo

experimental en la realización de los experimentos presentados.

A los Dres. Eduardo F. Lascano y María Isabel Berrïa por sus es

tudios anatomopatológicos y de co-cultivo.

Al Dr. Juan Accorinti,Consejero de Estudios de la Carrera del
Doctorado.

A todo el personal de la Cátedra de Microbiologia,Parasitología

e Inmunología de la Facultad de Medicina,en particular a mis

compañerosde laboratorio.

Al Arquitecto Jorge M. Rampazzipor la realización de las figu
ras.

A la Srta. Alcira Dussaut por su desinteresada colaboración en

el dactilografiado del manuscrito.



INDICE

1.

2.

3.

ABREVIATURAS...O0.00DOOCOOOOIOOOIIOD0...0...000......

INTRODUCCION.........................................
1.1. RESPUESTAINMUNE................................
1.1.1. Enlas infeccionesvirales....................
1.2. ACCIONDELACICLOFOSFAMIDA....................

FIEBREHEMORRAGICAARGENTINA........................

2.1. CARACTERISTICASDEL AGENTEETIOLOGICO..........

2.2. HUESPEDESEXPERIMENTALES.......................

2.2.1. Enfermedaden el cobayo......................
Enfermedadenla rata........................
Modeloprimates..............................
Enfermedadenel ratón.......................

MATERIALESYMETODOS................................
ANIMALES.......................................

. CULTIVODETEJIDOS.............................
VIRUS..........................................
DETECCIONDEVIRUS.............................

3.4.1. Ensayode titulación por formación de placas
(UFP)........................................

3.4.2. CO-CUltivoooooooooooocnoooloooooo-00.00000...

3.4.3. '- (PAP)ooooooo-cooo

1

3

3

3

12

18

19

22

22

25

27

28

34

34

35

37

38

38

39

41



3.4.3.1.Encorteshistológicos.....................
3.4.3.2.Encultivosde tejidos.....................
3.5. DETECCIONDE ANTICUERPOSESPECIFICOS...........

3.5.1. Pruebade neutralización.....................
3.5.2. Pruebade fijación de complemento............
3.5.2.1. Preparacióndel antigeno...................
3.5.2.2. Preparaciónde la escala de hemólisis......
3.5.2.3. Titulacióndel complemento.................
3.5L2.4.Titulaciónde hemolisina...................
3.5.2.5. Preparaciónde células sensibilizadas......
3.5.2.6.Titulacióndel antígeno....................
3.5.2.7. Reacciónde fijación de complemento........
3.5.3. Pruebade Inmunofluorescencia................
3.5.3.1. Obtenciónde gammaglobulinade ratón.......

3.5.3.2. Preparación de suero de conejo antigammaglg
bulinaderatón............................

3.5.3.3. Preparación del conjugadofluorescente.....
3.5.3.4. Determinaciónde anticuerpos fluorescentes.
3.5.4.Cromatografía................................
3.6. INMUNOSUPRESION................................

3.7. CARACTERIZACION DE POBLACIONES CELULARES ESPLE

NICASocg.nonoooooooooooooo-oooooo-000000000....

43

44

45

45

46

46

47

47

48

48

49

49

50

51

51

52

52

53

.54

55



4.

3.7.1. anti-thetaoooo-noInoocuooonoooo-oooo...

3.7.2. Suero de cabra anti-gammaglobulina de conejo.

3.7.3. Suero de conejo anti-gammaglobulina de ratón.

3.7.4. Cuantificación de las poblaciones celulares

esplénicas por inmunofluorescencia indirecta.

3.8. CUANTIFICACION DE LA REACCION DE HIPERSENSIBI

LIDAD RETARDADA HACIA GRC POR EL METODO DE

"SWELLINGTEST"................................
3.9. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS FORMADORAS

DEANTICUERPOSHACIAGRC.......................

3.10. ENSAYOSDE TRANSFERENCIAPASIVA...............

3.10.1.Humoral.....................................
3.10.2.Celular.... .................................
3.11. RESPUESTACELULARALVIRUS....................

3.11.1. Ensayosde citotoxicidad por técnica de libe
raciónde 51Cr.............................

3.11.2."Swellingtest".............................
3.12. ESTUDIOSHISTOLOGICOS........................
3.13. ANALISISESTADISTICOS........................
RESULTADOS.0...0...ICOOCOIIO.UUOÜOOOOUOIOIÍOOOOÜUOÜO

4.1. CARACTERISTICAS DE LA INFECCION EXPERIEMNTAL

DELRATONADULTOCONVJ........................

4.1.1. Morbmortalidadoconoooo.nooo-oooooooo-oooco-o

55

56

58

58

59

60

61

61

62

63

63

66

67

67

68

68

69



Contenidode virus en cerebro y órganos......
Respuestahumoralespecifica.................
Cinética de aparición de los linfocitos Tc en
célulasesplénicas...........................
Respuesta de HRvalorada por el "swellig
test"........................................
Acción inmunosupresora de la infección por
VJ...........................................

4.1.6.1. Determinación de dosis óptima de GRCpara

inducirCFAy HR...........................
4.1.6.2. Cinéticade la reacciónde HR..............
4.1.6.3. Cinética de aparición de las CFA...........
4.1.6.4. Respuestahumoraly celular................
4.2. MODIFICACIONES EN EL CURSO DE LA INFECCION DEL

RATON INOCULADO IC CON VJ PRODUCIDAS POR LA

ADMINISTRACION DE DIFERENTES ESQUEMASDE Cy....

4.2.1. Empleode dosis únicas de Cy.................
4.2.2.Dosisfraccionadas...........................
4.2.3. Estudios complementarios comparativos entre

69

71

78

80

84

85

87

89

91

95

99

dosis únicas y fraccionadas de Cy........... 102
4.3. MODIFICACIONES DE LA RESPUESTA INMUNE HACIA

GRC INDUCIDAS POR LA ADMINISTRACION DE UN ES

QUEMAFRACCIONADODECy....................... 116



5.

6.

7.

4.3.1. Acción de 1a inmunosupresión sobre la respueg
ta humoraly celular hacia GRC...............

4.4. PARTICIPACION DE LA INMUNIDAD CELULAR Y HUMORAL

EN LA RESISTENCIA DEL RATON ADULTO A LA INFEC

CIONCONVJ....................................
4.4.1. Inmunidadhumoral............................
4.4.1.1. Determinación del esquema experimental de

transferenciapasiva.......................
4.4.1.2. Influencia de la transferencia pasiva de an

ticuerpos sobre el curso de la infección
viral......................................

4.4.1.3. Correlación entre la protección alcanzada
por la transferencia pasiva de anticuerpos
y el contenidoviral en cerebro............

4.4.2.Inmunidadcelular............................
4.4.2.1. Ensayos de enriquecimientos de poblaciones

linfocitariasesplénicas..................
4.4.2.2. Ensayosde transferencia pasiva celular a

ratones infectados e inmunosuprimidos......
4.4.2.3. Efecto de la transferencia celular sobre el

contenidode virus en cerebro..............
DISCUSION...........................................
CONCLUSIONES........................................
BIBLIOGRAFIAocooaoocnc.no0.0.0.0..O-oooO-oooooncccoc

117

122

124

124

127

133

137

137

139

140

146

171

175



ABREVIATURAS
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LAI; Liquido Ascïtico Inmune
LAN:Líquido Ascïtico Normal
LB: Linfocito B
LCM:Virus de la Coriomeningitis Linfocitaria
LT: Linfocito T
Lyb: Antïgeno de membranaque porta el linfocito B
Lyt: Antïgeno de membranaque porta el linfocito T
MEM:Minimal Essential Medium
MI: Multiplicidad de Infección
PAP: Peroxidasa Anti-Peroxidasa
PBS: Solución de Buffer Fosfato
pi: post-infección
rpm: revoluciones por minuto
sc: subcutánea
SF: Solución Fisiológica
SNC: Sistema Nervioso Central
Tc: linfocitos T con actividad citotóxica
TSC: Buffer Tris-salino con 1%de Suero de Cabra
Ts: linfocitos T con actividad supresora
UFP: Unidades Formadoras de Placas
V: Animales infectados con Virus Junín
VJ: Virus Junín
VXJC13:Cepa atenuada XJC13 del virus Junín.



l. INTRODUCCION

1.1. RESPUESTA INMUNE

1.1.1. En las infecciones virales

En su conjunto,la respuesta inmunológica puede conside

rarse comoun sistema adaptativo mediante el cual el organismo

intenta mantener la homeostasis del medio interno respecto al
externo.

En las últimas décadas las experiencias desarrolladas

en el campode la genética,bioquïmica y biofïsica han contribuï
do de manera fundamental al avance de los conocimientos de la

biologia y del funcionamiento del sistema inmune.La producción

de anticuerpos y la respuesta inmunemediada por células,indu

cida por una configuración antigénica,son el producto final de

una estrecha colaboración entre células presentadoras del an
tigeno,linfocitos derivados de la médula ósea (LB)y otra po

blación linfocitaria con pasaje del timo (LT).Todaesta com

pleja interrelación celular que constituye la respuesta inmune
se halla bajo control genético y es consecuencia de una serie

de regulaciones precisas constituida por una red de células

que interaccionan entre si con la liberación de mediadores que

concluyen con la expresión o supresión de la respuesta inmune
(l).



Recientemente ha sido demostrado que la carencia de res

puesta inmune es debida al menos en parte a la activación de

células linfoides pertenecientes a la serie T (Ts) con funci
ón supresora.Es decir que la ausencia de respuesta es también

un mecanismoactivo atribuible a una particular subpoblación
de linfocitos T (2).

Las diferentes subpoblacioneslinfocitarias que inter

vienen en la respuesta inmunepueden ser identificadas por mar

cadores de membranapresentes en la superficie celular.

Dado que los genes del Complejo Mayor de Histocompati

bilidad (CMH)contiene regiones altamente comparables con las

del humano,el ratón ha resultado ser uno de los animales de ei

perimentación mejor estudiados y en el cual han podido identi

ficarse una serie de determinantes antigénicos que caracteri
zan subpoblacioneslinfocitarias con distinta funcionalidad.

Mientras las células productoras de anticuerpos (LB)

son reconocibles por la presencia de inmunoglobulina de super

ficie,en la población T el marcador que la caracteriza es bási
camente el antígeno theta que se halla presente a lo largo de
toda la vida del linfocito en distintas concentraciones,de a

cuerdo a la edad del huésped.

Las especificidades antigénicas de la serie Ly fuerOn

las primeras claramente definidas comosistemas pertenecientes
a los linfocitos (3).La serie de anhigenos:Lycaracteriza los



linfocitos B (Lyb) ó T (Lyt).

En el caso de los Lyt circulantes básicamante tres pobla
ciones pueden ser consideradas.Aquellas células que presentan

en su superficie los antígenos Lyt 1,2,3,los que son portado

res sólo del antígeno Lyt 1,y por último el Lyt 2,3.Estas tres

poblaciones representan el 50,30 y 10%respectivamente del to

tal de linfocitos T circulantes.El componenteantigénico Lyt 1

es codificado por el cromosoma 19 y los Lyt 2 y 3 por el cromo
soma 6.

Esta expresión selectiva de productos genéticos incluye

información que decide la funcionalidad de la población linfo
citaria portadora.

Las evidencias experimentales demuestran que los linfo

citos Lyt 1 "ayudan" o amplifican la actividad de otras pobla

ciones celulares,pueden también inducir a células precursoras

a diferenciarse en efectoras de fenómenosligados a hipersensi
bilidad retardada y,en los últimos años,han sido involucrados

en estadios tempranos del mecanismo que conduce a la supresión

de la respuesta inmune.

Por el contrario,la población portadora de Lyt 2,3 pare
ceria estar equipada para actuar en fenómenosde citotoxicidad

comotambién en actividades supresoras tanto de la respuesta

humoral como celular (4).



Los virus,por ser parásitos intracelulares obligados,

constituyen una variedad especial de agentes infecciosos.Difie

ren de todos los demás microorganismos por su organización,com

posición y mecanismosde replicación.De la manera más simplista

la partícula viral completa puede considerarse formado por un

genoma de ADNo ARN,rodeado de una capa proteica y en algunos

casos de una envoltura externa de constitución lipidica que pro
viene generalmente de la célula huésped.

La infección por ciertos virus produce,tanto en el hom

bre comoen los animales,una alteración de las funciones inmu

nológicas (5) (6),la que dependede las características biológi
cas del virus asi comode la naturaleza de la célula infectada

(7) (8).

Unvirus puede,alternativamente,infectar células y cau

sar su lisis (virus liticos por ejemplopoliovirus) ,integrar
se al genomacelular y transformarlo (virus oncogénicos tales

comopoliovirus) o bien no causar ningún daño aparente a la cg

lula huésped produciendo una virosis persistente (virus no ci

topáticos tales comoel virus de la Coriomeningitis linfocita
ria-LCM).

Los mecanismos de diseminación de un virus de una célula

a otra susceptible puedenrealizarse por lisis de la célula

donde se produio la replicación vira1,con la consiguiente libg



ración de partículas infecciosas al espacio extracelular (picor
navirus tales comopoliovirus);Por brotación de la partícula vi
ral desde la superficie de la célula al espacio extracelular

(mixovirus tales comoinfluenza) o por contiguidad célula-celu
la,sin penetración en el espacio extracelular (herpesvirus ta
les comoel Herpes simplex).La manera por la cual el virus re

cientemente formado es eliminado de la célula huésped condicio

na la posibilidad de su neutralización por anticuerpos séricos.

Los virus están constituídos por complejos antigénicos

que en muchoscasos no están suficientemente definidos.Estos

antígenos pueden ser componentes internos o externos del virus

o determinantes antigénicos expresados sobre la superficie de

la célula huésped.

Aquéllos que poseen envoltura,por ejemplo mixovirus,in

corporan antes de ser eliminados por brotación,componentes an

tigénicos de la membranade la célula huésped (7).Otros,part¿

cularmente los oncogénicos codifican sobre la superficie celu

lar nuevos antígenos que no guardan relación con los componen

tes estructurales del virus (8).Cada uno de los antígenos vira
les pueden inducir respuestas inmunesespecíficas cuyas carac

terísticas dependeránde las características estructurales del
antígeno y de la forma de su presentación al sistema inmune del

huésped.

Las dos grandes categorías de respuesta inmune que pue



den generarse ante una infección viral son, al igual que para

otros antígenos,la inmunidadcelular o humoral.La respuesta me
diada por células está ligada a la presencia de linfocitos de

rivados del timo que en interrelaciones T-T conducen a la pro

ducción de células T sensibilizadas específicas,en este caso,
hacia el antígeno viral que les dió orígen.

Las distintas subpoblaciones celulares que intervienen

en la respuesta inmunepresentan diferencias en lo que se re;

fiere a las características fenotípicas de membrana,restricc¿
ón genética,receptores o actividad biológica (9).De acuerdo a

cual de las subpoblaciones activadas prime en la reacción inmu

ne dependerá el curso de la infección viral.

La presencia de células con actividad citotóxica (Tc)

produce daño de la célula huésped y el virus infeccioso conte

nido en su interior es expuesto a la acción de los anticuerpos

neutralizantes específicos.En este proceso puedenser altera

das también células adyacentes que no participan en la reacci
ón.Las células Tc han sido consideradas como uno de los meca

nismos más activos y temprano de eliminación viral.

Es interesante destacar que fue en la infección con el

virus LCMque Zinkernagel y Doherty (10) en 1974 describieron

por primera vez que la interacción Tc-célula infectada por el

virus requería un reconociemiento dual,dirigido por un lado ha
cia el antígeno y por otro hacia productos derivados del CMH,



presentes en la superficie de las células(restricción genética)
Por otro lado,células con actividad citotóxica presen

tes "in Vivo" generadas por la infección,son capaces de origi
nar procesos patológicos cuyo mecanismo es homologable al de

la hipersensibilidad ligada a células.También aquí el mejor e
jemplo y quizás el más estudiado en las infecciones virales se
relaciona al virus de la LCM.

En 1963,Rowey col (11) presentaron la primera eviden

cia que el virus LCMinducía en el ratón una patología aguda

mediada por células con dependencia tímica.Cole y col (12) a

ños más tarde caracterizaron la célula sensibilizada comopOE
tadora de antígeno theta (LT) capaz de lesionar células que

presentaban altas concentraciones de antígeno viral en su su
perficie.

Los linfocitos T sensibilizados ejercen su acción por

intermedio de una serie de factores solubles capaces de ac

tuar sobre diferentes tipos celulares.Es el caso de sustancias

con actividad quimiotáctica que atraen fagocitos al área de re
plicación viral,factores inhibitorios de la migración de ma
crófagos,interferón,factores blastogénicos,etc.

En lo que se refiere a la respuesta humoral,es decir mg

diada por anticuerpos,puede estar dirigida hacia algunos o tg
dos los antígenos constituyentes de la partícula viral.La fun
cionalidad o propiedades biológicas de los anticuerpos forma
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dos en la respuesta inmuneestá determinado por las caracteríg
ticas de los antígenos que los generaron y por la clase de in

munoglobulina a la que pertenecen.

Los anticuerpos con actividad neutralizante estan diri
gidos en general hacia estructuras virales superficiales res
ponsables de la unión a los receptores de la célula huésped y

participan en la prevención de la infección viral a otras célg
las.

Otros anticuerpos se producen contra componentes inter

nos de la partícula viral o bien hacia antígenos expresados en

la superficie celular por acción del virus.Los anticuerpos di
rigidos hacia algunos de los componentes internos son incapa

ces de prevenir la infección de otras células.

Dependiendo de la capacidad o no de fijar complemento

los anticuerpos se comportarán comocitotóxicos o no.Los anti
cuerpos fijadores de complementocitotóxicos son capaces de

destruir las células infectadas antes que eliminen virus infeg
cioso al medio y comoconsecuencia de ello colaboran en la pre

vención de nuevas infecciones de las células susceptibles.

En lo que se refiere al mecanismode acción de los anti

cuerpos no citotóxicos su acción sería fundamentalmente la de

impedir la fijación de Tc por competición de componentes an

tigénicos virales presentes en la superficie de la célula in
fectada.
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Sin embargo,la acción de los anticuerpos no es siempre

beneficiosa para el organismo ya que muchas patologías se han

descripto comoconsecuencia de la unión antígenos solubles vi

rales-anticuerpos específicos,sobre todo en infecciones persig

tentes donde gran cantidad de antígeno es permanentemente libg
rado a la circulación (13) (14).

Finalmente,otra estrecha relación entre virus y siste
ma inmune es cuando el virus infecta células comprometidas en

la respuesta inmune,dando comoconsecuencia la supresión o au

mento de la respuesta (15).

En los casos en que la infección viral destruya o inca

pacite funcionalmente a los LBy/o los LT el resultado será la

disminución o supresión de la respuesta inmune humoral y/o ce

lular.Contrariamente,si el virus origina proliferación de las
células linfoideas la respuesta será en exceso con diferentes
implicancias clínicas.
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1.2. ACCION DE LA CICLOFOSFAMIDA

Las drogas citotóxicas comenzarona emplearse durante

la Primera Guerra Mundial pero fue después de la Segunda don

de se hizo más amplia su utilización principalmente en el cam

po de la terapéutica antitumoral (16).

De todos los agentes alquilantes conocidos la ciclofos

famida (Cy) N-N-bis(beta—cloretil)-N'O-propilen-ácido fosfóri

co-esterdiamida (figura l),un derivado de la mostaza hidrogena
da,tiene,en comparacióncon otros agentes citostáticos de la
mismaserie,una mayor selectividad hacia células tumorales.

Es una sustancia primariamente inactiva que necesita para ejeï

cer su acción transformarse "in vivo" en un metabolito farmacg
lógicamente activo,la 4-hidroxiciclofosfamida (figura 2).

Los estudios realizados por Brock y col. (l7)(18) demos

traron que,en todos los animales homeotérmicos,la Cy es activa
da en el higado,por medio de un sistema enzimático microsomal

con consumode oxigeno y fOSfato de nicotinamida adenina dinu

cleótico reducido (NADPHZ).E1metabolito activo llega a los te
jidos periféricos asi comolas células tumorales,por la circu
lación general.

La razón de su éxito en el tratamiento antineoplásico
está basado en un mecanismode inhibición de la sintesis del

ADNcelular y en consecuencia en la multiplicación celular.
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Figura 1
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Siendo las células más afectadas por la droga aquéllas que se

hallan en proceso de división y,conociendo que las células tu

morales crecen en forma desordenada y a un ritmo acelerado,es

fácil inferir sus efectos sobre las células malignas.

La Cy puede afectar otros tipos celulares comofagoci

tos mononucleares y células de la médula ósea,que poseen tam

bién un alto metabolismo de recambio.Asimismo,cuando las célu

las del sistema inmune son activadas por un antígeno y comien

zan a proliferar son también susceptibles.La droga actúa alte

rando su funcionalidad y causando,como consecuencia,un marcado

efecto inmunosupresor.

Al conocerse las actividades descriptas,la Cy comenzó

a aplicarse en el tratamiento de ciertas enfermedadesautoin

munestales comoartritis remautoidea,el lupus eritomatoso sis
témico asi comoen la prevención del rechazo asociado a trans

plante de órganos.

Berenbaum(19) clasifica a las drogas que afectan las

células del sistema inmuneen dos categorias,de acuerdo a su

selectividad y tiempo de eficacia,en clase I y clase II.Las

primeras,son las que poseen mayor selectividad y actúan cuando

son administradas antes o después de la estimulación antigéni

ca.En el caso de los anticuerpos,el mayor efecto se ejerce des
de el dia -6 al +2,considerando 0 el momentode la estimula

ción del antígeno.
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Figura 2
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Las drogas clase II son menos selectivas que las ante

riores y ejercen su acción sólo cuando son administradas duran
te el transcurso de la respuesta inmune.El mayor efecto supre

sor se obtiene cuando se administra 1 ó 2 dias después del an

tigeno.En base a esta clasificación la Cy ha sido agrupada den
tro de las drogas supresoras clase I.

Una serie de trabajos experimentales (20) (21) han de

mostrado que la Cy puede actuar como inmunosupresor o modula

dor de la respuesta inmunemediada por células B o T,dependien

do de la dosis,ritmo y momentode su administración con respeg
to a la sensibilización antigénica.

Los primeros trabajos de Maguin y Ettore (22) demostra

ron que en el modelo cobayo-dinitroclorobenceno (DNCB)la Cy

aumentabala reacción cutánea de hipersensibilidad.Posterior

mente,Turk y Pouter (23) confirmaron los hallazgos anteriores

que altas dosis de droga producían aumento de la respuesta ce

lular a DNCBy describieron también inhibición de la formación

de anticuerpos,atribuïdo esto último a la eliminación de LBde

los tejidos linfoides.A partir de esaSrexperiencias y durante

muchos años quedó claramente establecido que la Cy afecta la

funcionalidad del linfocito B (24) (25) inhibiendo la secre

ción de anticuerpos tanto para antígenos timo-dependientes co

mo timo-independientes (26).

Estudios posteriores pusieron en evidencia que ciertas
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subpoblaciones de linfocitos T eran también afectadas por ac
ción de la Cy (27) (28) (29).

Askenase y col (30) demostraron que bajas dosis de Cy

administradas el dia previo a la estimulación antigénica afeg
taba la subpoblación de células T supresoras sin alterar la

funcionalidad de los linfocitos B.Por el contrario,dosis eleva
das inhibïan también la producción de anticuerpos.En base a es
tos resultados sugirieron que los linfocitos T y B diferïan en

cuanto a su sensibilidad a la droga.

Las experiencias citadas constituyen los trabajos pio

neros sobre la actividad de la Cy sobre el sistema inmune.A

partir de ellos se han sucedido innumerables publicaciones que

aportaron numerosos conocimientos sobre el correcto manipuleo

experimental y clinico de la droga.
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2. FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA

La Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA)es una enferme

dad endemo-epidémicade etiología viral cuyo agente etiológi
co es el virus Junin (VJ).

Ataca de preferencia a los trabajadores rurales en

cierta época del año,durante la recolección de trigo,girasol

y maiz.La onda epidémica comienza a mediados del verano y lle

ga hasta fines de los meses frios.Es más frecuente en los adul
tos de sexo masculino,pero las mujeres y niños no están exen
tos de contraerla.

Los huéspedes naturales de esta virosis son roedores

silvestres comopor ejemplo el Calomysmusculinus,Calomys lau

cha y Akodonazarae,abundantes en los campos de la llanura pam

peana y sus densidades de población acompañanel curso de la

epidemia de FHA (31) (32) (33).

Experimentalmente se ha podido inducir la enfermedad en

diferentes animales tales comocobayo,ratones,ratas y prima

tes,con la finalidad de reproducir la enfermedad humanay po

der estudiar de este modolos mecanismosresponsables de la

patología.
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2.1. CARACTERISTICAS DEL AGENTE ETIOLOGICO

El virus Junín fue aislado en 1958 por Parodi y col.

a partir de materiales de necropsia de un enfermo procedente

de la ciudad de Junin (34) (35).

Recién en 1970 se lo agrupó dentro de los Arenavirus

en base a estudios serológicos,biológicos y morfológicos (36)

(37).Este grupo se encuentra integrado por el virus de la

Coriomeningitis linfocitaria,el virus Lassa y el complejo Ta
caribe en el cualse encuentranlos virus Amaparï,Junin,Latino,

Machupo,Paraná,Pichindé,Tacaribe y Mamiami.

En algunas propiedades físicas y químicas (tamaño,mor
fologïa,labilidad al éter y solventes lipïdicos y respuesta a
los inhibidores de los ácidos nucleicos) es semejante a aqué

llas descriptas para Arenavirus.

El tamañodel virus,determinado por microscopía electrg
nica (38) oscila entre 60 y 150 milimicrones.

Posee ARN(39) que por ser digerido por ribonucleasa in

dica que se trata de un ARNde cadena simple (40).Por electro

foresis en gel de poliacrilamida se vio que el ARN,asemejanza

de los otros virus pertenecientes al mismogrupo,está consti
tuido por cuatro constituyentes mayores y tres menores (41).

Posee ademásseis polipéptidos de los cuales cuatro son glico

péptidos.El componentepredominante es no glicosilado y per
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manece asociado al ARNviral después del tratamiento con cieE

tos detergentes no iónicos comoel tritón X-100,por lo que pa_
rece funcionar comonucleoproteina.El peso molecular es de

64.000 daltons y corresponde a la proteina 72.000 del virus

Pichindé.De los cuatro glucopéptidos el más notable es extrai

ble con tritón X-lOOy corresponde a la gluc0proteïna de envol
tura,con un peso molecular de 38.000 daltons y estaria ligada

a la producción de anticuerpos neutralizantes especificos.La
localización de los restantes glucopéptidos de 91.000,72.000

y 52.000 y la de la proteina menor de peso molecular 25.000

no ha sido totalmente determinada.

Los estudios por microscopía electrónica (42) (38)(43)

a partir de cultivos celulares ú órganos de animales infecta

dos son coincidentes en afirmar que la partícula viral es pleg

mórfica,posee envoltura y es eliminada de la célula por un me
canismo de brotación.En un estudio detallado de las células

infectadas se pudo observar en la zona cercana a la periferia

celular un engrosamiento que daria lugar al esamblaje y a la

formación del brote con acúmulo de particulas densas de 20 a

25 nanómetros similares en tamaño y forma a los ribosomas.Al

emerger la partícula viral de la célula infectada queda ligada

a ella por un pediculo y los pequeños gránulos situados cerca

de la zona de brotación quedan incluídos dentro del virus.La

brotación puede producirse aún en pleno proceso de mitosis de



las células (38).Algunos autores (44) consideran que el ensam
blaje puede realizarse no sólo en la zona de brotación sino

también en el citoplasma de la célula.

La partícula viral está constituida por una zona cen

tral llamada núcleo o core.El núcleo presenta a su vez una zo

na central menosdensa donde están incluídos los gránulos se

mejantes a ribosomas y una periferia densa y compacta que se

confunde con la zona interna de la membrana que rodea a la

partícula viral (38).
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2.2. HUESPEDES EXPERIMENTALES

2.2.1. Enfermedad en el cobayo

El cobayo,hasta la actualidad,es el huésped que mejor

reproduce la forma hemorrágica de la enfermedad humana. Estos

animales inoculados con 100 a 1000 DL50 de la cepa XJ, aisla
da por Parodi y que ha sufrido varios pasajes en el laborato

rio, mata a los mismos en el 100%de los casos entre los lO

y 18 dias post-infección (pi) (45).Las vias de inoculación

pueden ser varias: intramuscular (im), intranasal, subcutánea

(sc), intracerebral (ic), intraperitoneal (ip) y por escarifi
cación de la piel, demostrando en todos los casos similar sus
ceptibilidad a la infección.

Los signos de enfermedad en hipertermia a partir del

5° dia que aumenta progresivamente y que llega a ser de

2°C más que en los animales controles (temperatura normal

33,5°C) para luego caer en una marcada hipotermia en la etapa

final de la enfermedad. La pérdida de peso se hace significati
va a partir del día 8 pi y en los estadios finales la caida
llega a superar el 20%de los valores iniciales (45) (46).

En las autopsias se observan signos característicos

que, en conjunto, se han denominado cuadro tipico de la en

fermedad en el cobayo. Los mismos incluyen petequias en piel

y tejido celular subcutáneo, hemorragias y petequias en intes
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tino delgado y grueso,suprarrenales y mucosabucal.Es frecueg

te la observación de adenopatias hemorrágicas asi comoconden

sación pulmonar.Por microscopía óptica y electrónica se pudig
ron determinar las caracteristicas de las lesiones producidas

por el virus en diferentes órganos y en algunos casos se ha vi
sualizado la partícula viral (47) (48) (49) (50).

Los datos que emanandel estudio hematológico muestran,

a semejanza con la enfermedad humana,leucopenia,linfopenia y

plaquetopenia (51) (52).Existen,asimismo, importantes altera

ciones en la coagulación y activación del complementosérico

(53).El medulograma demuestra inhibición de formación y madu

ración de la serie blanca,aumento posiblemente relativo de la

serie roja y disminución de los megacariocitos (47) (48).

La viremia es temprana,ya que puede aislarse virus a

partir del dia 2 pi y persiste hasta la muerte del animal.Los
títulos aumentandurante el transcurso de la enfermedad desde

aproximadamente 101.5 4.47DLSO/mlal 4° dia hasta 10 DLso/ml

en el dia 9 pi,y 105°5 DLSO/mlpoco antes de morir (45).El m9
mento de aparición del virus en sangre ha sido también confir
madopor estudios de inmunofluorescencia (54).El virus puede

aislarse ademásde órganos tales comoganglio a partir del

dia 3° pi,bazo,pulmóngy suprarrenales a partir del dia 7° pi,

y de corazón,hïgado y riñón a partir del dia 11 pi.No pudo
aislarse virus en muestras tomadas de cerebro (4G).
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La eliminación del virus por orina,en general,es tar
día y aparece sólo en muestras tomadas del periodo terminal

aunque en algunos casos puede ser detectada a partir del dia

7-8 pi.No pudo aislarse virus de heces en ninguno de los esta
dios de la enfermedad.Enfauces es posible aislarlo a partir

del dia 9° pi (46).

El virus induce una inmunosupresión hacia antígenos no

relacionados (55) y hacia el mismovirus ya que no se detec

tan anticuerpos humoralesespecíficos durante todo el trans
curso de la enfermedad (56).

Por otra parte,los animales infectados presentan dismi
nución de las pruebas cutáneas de inmunidad celular hacia an

tígenos proteicos observándose un descenso de LT en bazo,gan

glios y sangre periférica,no mostrándosealteraciones de los

LB (57.).

El estudio histológico indica la existencia de una hi

perplasia reticular con depleción linfocitaria y necrosis de
ganglios linfáticos,bazo y médula ósea (58).El hecho de que

exista una estrecha correlación entre lesiones histológicas,

localización del antígeno viral por técnicas de inmunofluores
cencia y titulo de virus infeccioso en el tejido linfohemapo
yético de los animales infectados,sugiere un efecto citopáti
co directo del virus sobre este tejido.Esto se ve corroborado

por la ausencia de infiltrado de células mononucleares en las
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lesiones (56),1a ineficacia del suero antilinfocitico para m9
dificar el curso de la enfermedad (59) y la ausencia de depó

sitos renales de inmunoglobulinas ó C (60).
3

La mayoria de estos hallazgos son coincidentes con los

encontrados en la FHAhumana,en la cual también se postula un

mecanismode acción directo del virus (61).

2.2.2. Enfermedad en la rata

La rata Wistar,mutante de la Norvegicus,inoculada con

VJ,muestra una estrecha relación entre la edad del animal y

la susceptibilidad al virus.

Los animales inoculados por via ic con 1000 DL50de
VJ cepa XJ (62) a las 6,24 y 48 horas presentan una mortali

dad del 18,3 y 5%respectivamente,siendo del 0%en los anima

les de 3 dias de vida,Luego se incrementa a medida que aumeg

ta la edad del animal (5 dias 31%;10 dias 93%)para disminuir

nuevamente y alcanzar a los 26 dias de vida una mortalidad

del 0%.

Los animales que mueren lo hacen entre los dias 14 y

20 pi con un cuadro neurológico semejante al del ratón lac

tante y sin hemorragias.
El titulo de virus en cerebro alcanza en los animales

de 2 a 10 dias de vida valores de aproximadamentelO?INCTSÓmH
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Los animales que no mueren desarrollan anticuerpos que apare

cen a los 15 dias pi y que alcanzan indices neutralizantes

superiores a los 105'2 DICTSO/mldespués de los 30 dias pi.
Nopudoobservarse diferencias significativas en los

valores hematológicos de los animales infectados a los 10

dias de vida,en comparacióncon los controles sin infectar.

Histológicamente se puede correlacionar el grado de

lesión cerebral y cerebelar con la mortalidad.Los animales

de 2 dias de vida (5%de mortalidad) presentan sólo discrg
tas alteraciones histológicas mientras que en los animales
de 10 dias de vida (93%de mortalidad) se observa en cerebro

un intenso infiltrado mononuclearlocalizado en subaracnoi

dea y espacios perivasculares que en etapas posteriores ames
tran áreas de neurolisis y desmielinización.

El análisis inmunohistoquimico de la rata de 2 dias

mostró la presencia de antígeno viral en el citoplasma de

las células neuronales a partir del dia 3 pi persistiendo en
menor magnitud hasta los 30 días pi (G3).

En animales infectados estudiados hasta los 9 meses

pi,en los que solamente pudo aislarse virus infeccioso de en
céfalo por técnicas de<xrcultivo,se detectó antígeno viral

por inmunomarcaciónenzimática en neuronas de la corteza,ng

cleos de la base,cerebro,protuberancia y bulbo (64) con pre
sencia de altos títulos de anticuerpos neutralizantes.Estas
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observaciones indican el desarrollo de una infección crónica

con atrofia cerebelosa en estos animales.

Los resultados mencionados sugieren que la multipli

cación de virus en cerebro de la rata no Duplica acción ci

topática que conduzca a la muerte de los animales,pues tan
to en las ratas infectadas a los 10 días,el virus replica
alcanzando los mismosniveles en cerebro,pero sólo las ra

tas de este segundo grupo mueren (63) (62).

2.2.3. Modelo primates

Las cinco especies de primates estudiadas hasta el

momentosonzAlouatta carayá,Saimiri sciureus,Aotus trivir

gatus,Cebus sp y Callithrix jacchus.

En las tres primeras,la infección producida por la ce
pa XJ no se traduce por manifestaciones clinicas ni por altg

raciones hematológicasestadísticamente significativas.El aii
lamiento de virus a partir de órganos y sangre resultó negati

vo y la infección sólo se evidencia por la aparición de anti
cuerpos neutralizantes séricos (65) (66) (G7).

El Cebus sp desarrolla una enfermedad no mortal carac

terizado por poliadenopatias,pérdida de peso,leuco-plaquetopg
nia,presencia de virus en sangre y fauces y aparición de anti
cuerpos.En algunos casos pueden presentar un cuadro neuroló

gico tardío con depósito de inmunoglobulina y C3 en estructu
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ras vasculares del SNC(68).

En el Callithrix jacchus la infección viral induce

una enfermedad grave con signos hemorrágicos y neurológicos

que por lo general lo conducen a la muerte entre los 17 y

24 días pi con altos títulos de virus en sangre y órganos,

especialmente en tejido nervioso y hemapoyético.Anatomopa

tológicamente presentan meningoencefalitis y vasculitis de
intensidad variables en pulmón,higado,tejido linfático y
médula ósea (69).

Asimismose detecta en estos órganos la existencia

de antígeno viral por técnicas de inmunofluorescencia (70).

Todos estos hallazgos indican que este primate desar

rolla una infección similar en muchos aspectos a la FHAhu
mana .

2.2.4. Enfermedaden el ratón

El ratón,otro de los huéspedes experimentales más eg

tudiado en la FHA,se comporta de manera diferente según la

edad del mismo.

El ratón lactante de 24-48 horas de vida,a diferen

cia del adulto,es muysusceptible a la inoculación con VJ

como lo demuestran los trabajos de Parodi y col (35),Pirog

ky y col (71).Cuando el virus es inoculado por vía ic,produ
ce una enfermedad encefalítica con marcados signos neuroló

gicos y con una mortalidad que alcanza el 90-100%entre los
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días 7 a 27 pi con un máximoentre los días 12 a 15.0tras vias

de inoculación comoser la sc o ip han demostrado iguales efes

tos pero en menor proporción que la vía ic (88 y 60%respectiva
mente) (72) (73).

Es de destacar que a diferencia de lo que ocurre en el

cobayo,el ratón no presenta manifestaciones hemorrágicas y las

características de la enfermedadson similares cualquiera sea

la cepa murina empleada (Rockland,CFW,C3H,Balb/c,etc.).
La distribución de virus en órganos demuestran que los

títulos más altos se detectan en cerebro en el dia 7° pi (107'0

DICTSO/ml),niveles que se mantienen hasta la muerte de los ani
males.El aislamiento en otros órganos sólo es positivo después

del 7° dia pi.La viremia comienza a detectarse a partir del 3°

y hasta el día 10° pi con títulos que no amerm1105103’5Dnflgoflüu.
El comienzode las manifestaciones clínicas coincide en general

con la invasión generalizada del organismo y el virus puede po

nerse de manifiesto en bazo,higado y riñon (72).

Los valores hematológicos no sufren variaciones tan mar

cadas como el cobayo aunque puede observarse una leucopenia con

linfopenia estadísticamente significativa después del 10° dia pi
y hasta la muerte de los animales (74).

En los ratones infectados los anticuerpos fijadores de

complementoaparecen alrededor del dia 10-15 pi y no es posible

obtener anticuerpos neutralizantes hasta el momentode la muerte,
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En los animales sobrevivientes es posible detectar anticuerpos

neutralizantes alrededor de los 20 dias pi los que parecerïan

mantenerse al igual que los fijadores de complementopor perig
dos prolongados (74).

El VJ induce bajos niveles de interferón y al parecer no

juega ningún papel de importancia en la evolución de la infec
ción (75).

La histopatologïa del cerebro de los animales sacrifi
cados entre los 12 a 15 dias pi,muestran coroiditis,hiperplasia
glial,vasculitis y perivasculitis con infiltrado de células mo
nonucleares (76).Mediante la técnica de inmunofluorescencia se

visualiza antígeno Viral en el citoplasma de las neuronas cor

ticales y en las paredes de los pequeños vasos sanguíneos desde

el 7° dia pi.

El estudio de la microscopía electrónica demuestra la pq;
sencia de partículas virales brotando de neuronas pericapilares
y astrocitos (77).

Las lesiones observadas en el cerebro del ratón lactante

son atribuidas por la mayoria de los autores (78) (79) (80) (81)

a una reacción del sistema inmunológico semejante al descripto

en la encefalitis alérgica experimental,para lo cual seria ne
cesario la integridad del sistema inmunetimo dependiente.

Las bases experimentales que permiten esta afirmación pue
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den resumirse como sigue:

La timectomía practicada dentro de las primeras 24 horas

de vida permitió una sobrevida del 100%de los animales inocula

dos ic con 1.000 DL50de VJ no mostrando signos clínicos de in
fección viral (80) (82).

Trabajos posteriores utilizando inmunosupresoresconfir
maron estas presunciones.

Unode los más potentes inmunosupresores de la hipersensi
bilidad mediadapor células,es sin duda el suero antilinfocito o

específicamente el antitimocito (SAT) (78) (79).

En el grupo de animales lactantes que recibió SATen dis

tintos esquemas y a diferentes momentoscon respecto a la infec

ción viral,se obtuvo una sobrevida de alrededor del 30%y los

que murieron lo hicieron con una evidente prolongación del tiem
po de sobrevida con respecto a los controles,ya que el 50%de

mortalidad se alcanzó a los 32 y 13 dias respectivamente.

Los animales controles y los inmunosuprimidos con SAT
fueron estudiados en lo referente a título de virus en cerebro

y anticuerpos neutralizantes.
Pudo comprobarse que los títulos de virus en cerebro no

mostraron diferencias entre los distintos grupos.Tanto en los tqa
tados comoen los no tratados (timectomia o suero) el titulo fue

similar a pesar de que los animales infectados sin tratamiento
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morían en el 97,5%.Esto permitió afirmar que la replicación del
virus en cerebro no era la causa directa de la enfermedad.Los

anticuerpos neutralizantes fueron detectados a partir de los 37
dias pi (83) (82).

Los estudios anatomopatológicos de los animales timecto

mizados o tratados con SATno mostraron las lesiones caracterïs
ticas (82) de la encefalitis producida por VJ,lo que apoyó aún

la idea que la patogénesis tenia etiología inmunológica.

En apoyo de la etiología celular de la enfermedad del ra
tón por VJ están también los ensayos de transferencia de células

linfoides provenientes de animales adultos inoculados con virus.

Por el ensayo con 51Cr pudo demostrarse que,pese a no sufrir la

enfermedad,enciertas condiciones los ratones adultos se sensi
bilizan al virus (83) (84).

La transferencia de éstas células sensibilizadas al ratón

lactante infectado produce un acortamiento en el tiempo de sobre
vida de los animales demostrandoque las células linfoides están

comprometidas en las lesiones que producen la muerte de los ani

males (83) (85).

El ratón adulto inoculado con VJ por vía ic,en contraposi

ción a lo que ocurre con el ratón lactante,no enferma y produce

anticuerpos neutralizantes contra el virus a partir de los 20
dias pi,que se mantienen hasta los 7 meses pi,encontrándose ade
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más grandes variaciones individuales (86) comoasi también modi

ficaciones en los niveles de anticuerpos en función del tiempo

pi.No se aísla virus en cerebro más allá de los 10 días pi y la

viremia resulta sistemáticamente negativa (73).La mortalidad de

este grupo de animales alcanza solamente el 5-10%de los casos.

Experiencias utilizando inmunosupresores demostraron que

la resistencia del ratón adulto al virus podría ser revertida
(87) (88).De las drogas empleadas la Cy resultó la más efectiva

ya que administrada en dosis y ritmo adecuado produjo una morta

lidad superior al 80%,10que sugiere la participación del siste
ma inmuneen la resistencia al virus.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES

Ratones: Todos los experimentos descriptos en esta Tesis requi

rieron el uso de animales endocriados, ya sea para efectuar es
tudios de transferencia celular o para ensayos "in vitro" en

las cuales la histocompatibilidad es mandatoria.Se utilizaron
animales exocriados únicamente para la preparación y titulación

de virus empleado,o para obtener el antígeno fijador de comple

mento que se utilizó en las reacciones serológicas.Las cepas en
docriadas Balb/c y C3Hfueron provistas por la Comisión Nacio

nal de Energia Atómica.Todos los animales se mantuvieron en el

bioterio de la Cátedra de Microbiología,Parasitología e Inmuno

logía de la Facultad de Medicina,UBA,administrándoles dieta ba

lanceada,de origen comercial y agua acidulada (HCl al 0,3%)"ad
libitum".

Conejos: Albinos de 2-3 kg de peso,hembras o machos obtenidos

de distintos bioterios.

Cabra: Adulta de un peso aproximado de 35 kg.

Carneros: De raza criolla,de 12 a 18 meses de edad provenientes

del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA-Casuflar).
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Luegode realizar ensayos previos con glóbulos extrai

dos de 10 animales diferentes y dado que existían variaciones

individuales,se utilizaron en todas las experiencias descrip
tas sólo los de un animal para mantener la uniformidad de los

ensayos. Los glóbulos rojos de carnero (GRC)empleados fueron

obtenidos por punción de la vena yugular,recogidos en solución

de Alsever con antibióticos al 2%(estreptomicina-penicilina) y

conservados a 4°C.En todos los experimentos los GRCfuerornsnmr

pre empleados dentro de los 20 días de su obtención.

Previo a su uso,los GRCfueron lavados 3 veces en solu

ción fisiológica (SF) por centrifugación durante lO minutos.

Después del último lavado las células fueron contadas en cáma

ras de Neubauery ajustadas a diferentes concentraciones según
las necesidades.

Cobayos: De 250-400 gr de peso,procedentes de diferentes biotg

rios.Se usaron comodadores de suero fresco,para ser utilizados

como fuente de complemento.

3.2. CULTIVO DE TEJIDOS

Células Vero: Línea continua de riñón de monoverde africano

(Cercopithecus aetiops) (89).Las células Vero son permisivas pg

ra la replicación del VJ y produce en ellas una acción citopatg
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génica (ACP)característica,que se pone de manifiesto al 4°-5°

dia pi.Las células fueron usadas en monocapasconfluentes pre
paradas en placas o en tubos,para los ensayos de titulación de

virus y de anticuerpos neutralizantes.La línea celular se man

tuvo mediante dos repiques semanales utilizando comomedio de

crecimiento MEM(Minimal Essential Medium) (90) con el agrega

do de aminoácidos no esenciales (91) y antibióticos (penicili

na 100 U/ml,estreptomicina lOO mg/ml),suplementado con 5%de

suero de ternera inactivado.

Células L929: Linea continua derivada de tejido conectivo de ra
tón C3H/An(92).Estas células se utilizaron para los ensayos de

citotoxicidad por liberación de Cr51.Las células fueron manteni
das en medio TC 199 (Gibco) suplementado con 10% de suero de

ternera inactivado, con el agregado de antibióticos.

Células BHK-Zl:Linea continua proveniente de riñón de hamster

lactante (Syrian o Golden,Mesocritus auratus) (93).

Fueron utilizadas en la preparación de microcultivos en
tubos Leighton usados comosustrato para la detección de anti

cuerpos fluorescentes.Las células se mantuvieron en medio MEM

Glasgow BBK-21 (Gibco) suplementado con 10% de suero bovino de

recién nacido y antibióticos.
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Obtención de suspensiones celulares: Cuandolas botellas desti

nadas al crecimiento de células mostraron un desarrollo adecua
do,la monocapaconfluente fue lavada cuidadosamente con medio

Hankspara eliminar los restos del suero.A continuación,las cg
lulas se trataron con 10 ml de solución de tripsina al 0,25%y

las botellas fueron incubadas de manera invertida,a 37°C.Cuan

do las células comenzarona desprenderse del vidrio se agregó a

las botellas l ml de suero de ternera para detener la acción de

la tripsina e inmediatamente se les agregó medio de mantenimien
to.

Las células así obtenidas se emplearon para repiques a

otras Lntollas o para la siembra de tubos o placas.

3.3. VIRUS

9223: Patógena XJ prototipo del virus Junín (VJ) (Catalogue of
Arthropod-Borne-Viruses N° 77).

Esta cepa, aislada originalmente en 1958 a partir de la

sangre de un enfermo de FHA(34),fue mantenida por sucesivos pg

sajes en animales de laboratorio.En este trabajo se utilizó la

cepa luego de 2 pasajes en cobayo,l3 en ratón lactante,25 en c2
bayo y 16 en ratón lactante.

Preparación del stock: Se obtuvo a partir de ratones albinos
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lactantes Rockland,los que fueron inoculados por vía ic con

103 DL50 de VJ cepa XJ,contenidas en 0,2 ml de Hanks.

Una parte de los animales inoculados se sacrificaron por

decapitación 7 dias después de la infección,cosechándose los ce
rebros en forma estéril,los que se almacenaron a -70°C.El resto,

2-4 ratones de cada camada (20 animales en total),fue utilizado

comocontrol de la infección observándose diariamente la apari
ción en ellos de signos clinicos de la enfermedad.Una vez com

probada la eficacia de la infección,se procedió a la preparación

del stock de virus.Para ello,con los cerebros descongelados se

preparó un homogeneizado al 10% P/V en solución de Hanks.El ho

mogeneizado se centrifugó a 10.000 rpm durante 45 minutos en

frío (4°C) y el sobrenadante,fraccionado en alícuotas de 0,5 mL

fue conservado a -70°C.La infectividad del stock asi preparado

se determinó en células Vero,calculándose las unidades formado

ras de placas (UFP)o la dosis infectante para cultivo de teji

dos 50 (DICTSO),y en animales lactantes la dosis letal

50 (DLSO),por el método de Reed y Muench (94).

3.4. DETECCION DE VIRUS

3.4.1. Ensayo de titulación por formación de placas (UFP) (95)

5Dosmililitros de una suspensión de 2,5-3x10 células
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Vero en medio de crecimiento,fueron sembradas en cada una de

las 6 cavidades (35 mmde diámetro y fondo plano) de policubg

tas descartables (Linbro Tissue Culture P1ate,Cat.N° 76-037-05L

Inmediatamente,las placas fueron incubadas una noche a 37°C en

atmósfera de CO al 5%.
2

Antes de las 24 hs de sembradas,las células se infecta

ron con 0,1 ml de las diluciones del material a titular,deján

dose adsorber el inóculo durante 60 minutos a 37°C;luego se cg

brieron con 2 ml de medio de mantenimiento conteniendo metilcg

lulosa al 0,8% y las policubetas se incubaron nuevamente a 37°C

en CO2al 5%.Alos cinco dias pi se agregó a cada cubeta 1,5 ml
de medio fresco sin metilcelulosa.El revelado de la formación

de placas se hizo al 7° dia pi,tiñendo las monocapasdurante l

hora con cristal violeta al 0,02%,enuna solución de formol al

10%.

El título de cada muestra fue calculado utilizando la si
guiente fórmula:

NxD
V

Título UFP/ml=

N: número de placas; D: dilución inoculada; V: volumen del fitkmlo

3.4.2. Co-cultivo

Esta técnica, altamente sensible para la detección de vi
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rus,fue descripta por Horta-Barbosa y col. en 1969 (96) y modi

ficada más tarde por Gilden y col. (97) y Carrigan y col. (98).

Consiste en poner en contacto el material,ya sea de ór

ganos,tejidos o f1uïdos,en los cuales se quiere detectar la pre
sencia viral,sobre una monocapade células permisivas con el a

gregado de medio de cultivo bajo condiciones experimentales a

propiadas para que el virus se replique.

El contenido viral se determina por la ACPproducida por

el virus sobre la monocapa y/o por inmunomarcación enzimática

con el sistema peroxidasa-antiperoxidasa (PAP).

En la técnica empleada se siguieron los signientes pasos:

comocélulas permisivas se utilizaron células Vero ya que en e

llas el virus Junín produce ACP.Lascélulas Vero fueron tripsi

nadas,centrifugadas y contadas en cámara de Neubauer ajustando

las a una suspensión de 1 x 105 cél/ml en medio de crecimiento.

Los órganos provenientes de los ratones infectados,fue

ron extraídos estérilmente,cortados en pequeños trozos y coloca
dos en cajas de Petri conteniendo antibióticos y luego lavados

minuciosamente con PBStratando de disociar los tejidos con la

ayuda de una pipeta.En el caso particular de las muestras de san
gre,la extracción se realizó por punción cardíaca y fue recogi

da en tubos conteniendo 0,2 ml de heparina diluïda 1/10 en SF

con el agregado de antibióticos.

Las suspensiones celulares procedentes de los distintos
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órganos se resuspendieron en MEMEagle suplementado con 10%de

suero fetal bovino.Una suspensión de estas células mezclada con

partes iguales de células Vero obtenidas comose indicó ante

riormente,fue sembrada en tubos de Leighton e incubada a 37°C.

Los co-cultivos fueron examinados diariamente cambiando

el medio en caso necesario.Los tubos Leighton que contenían

muestras de sangre fueron lavados a las 24 hs de incubación,a

gregándoles medio fresco para eliminar los restos celulares que

resultaran tóxicos para el cultivo.
Después de 7-12 días de incubación los co-cultivos fue

ron observados para detectar la presencia de ACP.Enel caso de

resultados negativos las monocapas se tripsinaron y subcul

tivaron en nuevos tubos de Leighton hasta 5 repiques sucesivos

tratando con ello de aumentar la posibilidad de replicación vi
ral.

El sobrenadante de los co-cultivos,así comoel homogenei
zado de órganos y sangre fueron inoculados alternativamente en

cultivos de células Vero para la determinación de UFP,o bien en

ratones lactantes con el objeto de detectar virus infeccioso.

3.4.3. Peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) (99)

Esta técnica fue utilizada para la detección de antígeno
(Ag)viral,ya sea en las muestras provenientes de cortes histo
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lógicos o en co-cultivos.

El principio de esta técnica se basa en 1a utilización

de una enzima,peroxidasa,que cataliza la descomposición del pg

róxido de hidrógeno (H202) en agua y oxigeno.Si la solución de

HZO2contiene además diaminobencidina (DAB),el oxigeno liberado
por la acción de la peroxidasa,oxigena el DABdando origen al

óxido de DABel cual es insoluble y produce un precipitado de

color marrónrojizo,fácilmente visualizable.Con la finalidad
de aumentar la sensibilidad del métodose utilizó la técnica

indirecta de PAP.Para1a identificación de Ag Junin,los prepa
rados se hicieron reaccionar con un antisuero especifico anti

virus,preparado en conejo.Luego,comosegundo antisuero,se uti

lizó suero de cabra anti-suero de conejo el cual,agregado en

exceso,deja una rama libre del fragmento Fab para reaccionar

con el tercer antisuero.Este,fue suero de conejo antiperoxida
sa,el cual,antes de su uso, se conjugó con peroxidasa para for

mar un complejo PAP.

Incubando los preparados con este complejo en una solu

ción conteniendo HZO2y DAB,la reacción positiva se evidencia
por un depósito de color marrón rojizo (óxido de DAB),el que se

visualizó fácilmente bajo microscopio óptico.

Los pasos que se siguieron para la realización de esta

técnica dependieron del material a analizar.
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3.4.3.1. En cortes histológicos

Las muestras fijadas en medio Bouin deshidratadas en e

tanol con graduaciones crecientes hasta 100° y aclaradas con xi
lol,fueron posteriormente incluidas en parafina.Los cortes ob

tenidos por micrótomo se fijaron por secado en portaobjetos y

se desparafinaron con varios cambios de xilol y alcohol.Para e

liminar la peroxidasa endógena,los preparados fueron sometidos

a incubación con metanol conteniendo peroxidasa al 10%durante

30 minutos.Los cortes fueron sumergidos en etanol 96° y 80° y

lavados en abundante agua destilada y buffer tris salino

(0,05 M pH 7,6) conteniendo 1%de suero de cabra (TSC) durante

10 minutos.A continuación los preparados se secaron cuidadosa

mente alrededor de las secciones y se cubrieron luego con el

primer antisuero (suero de conejo anti-VJ diluido l/50) dejan
dolo actuar durante 30 minutos.Pasado ese tiempo de incubación,

los portaobjetos fueron lavados en TSCpermaneciendo durante 2

horas en el mismobuffer.El segundo antisuero,suero de cabra

anti-IgG de conejo, (Cappel Lab.,Downington,Pa,U.S.A.) diluido

al l/lOO fue adicionado en las mismas condiciones que el ante

rior.Luego del lavado de los portaobjetos con TSC, se cubrieron

con el tercer antisuero,suero de conejo antiperoxidasa diluido

l/lOO (Cappel Lab.),durante 30 minutos a temperatura ambiente,

agregando en el último lavado una solución conteniendo 0,03%
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de DAB(Fluka AG,Chemische Fabrick,Buchs,Switzerland) y 0,05%

de H202.Este paso se realizó bajo control microscópico hasta
obtener buena tinción.

El revelado se interrumpió con agua destilada y poste

riormente a cada portaobjeto se le agregó una gota de tetróxi
do de osmio al 0,10%durante 2-4 segundos,seguido de varios

lavados con agua destilada.Como controles se utilizaron prepa
rados a los que se les agregó suero normal de conejo en lugar

del primer antisuero.

3.4.3.2. En cultivo de tejidos

Ruala realización de la técnica de PAP,seutilizaron

en este caso,cultivos celulares sobre cubreobjetos de tubos

Leighton provenientes de muestras de co-cultivos.

Las células fueron fijadas con metanol durante dos ming
tos en hielo seco.Los cubreobjetos,previamente secados sobre

papel de filtro,se lavaron con TSCy luego de secados nuevameg
te, fueron cubiertos con el primer antisuero (suero de conejo

anti-VJ) durante 30 minutos,lavados con TSC,secados y revela
dos comose describió anteriormente.
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3.5. DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS

3.5.1. Prueba de neutralización

Se utilizó la técnica de suero diluido-virus constante.

Las muestras de suero diluïdas 1/5 con líquido de Hanks

fueron inactivadas a 56°Cdurante 30 minutos y centrifugadas a

10.000 rpm durante 45 minutos a 4°C.Luego de realizar las dilu

ciones en medio de mantenimiento,0,5 ml de cada dilución se mea

claron con el mismo volumen conteniendo 4 x 103 DICTso/ml de VJ,
se incubaron l hora a 37°C.Comocontroles,se utilizaron mezclas

conteniendo la misma cantidad de virus en l ml de medio de cul
tivo.

Las monocapas de células Vero sembradas en tubos de en

sayo,se infectaron con 0,2 ml de las diluciones de suero utili
zadando 4 tubos por dilución.El inóculo se dejó adsorber l hora

a 37°C y al término de la adsorción,se agregó a los cultivos
l ml de medio de mantenimiento reincubándose nuevamente duran

te una semana.

El titulo neutralizante del suero se expresó como1a ma

yor dilución capaz de impedir la aparición de ACPen el 50%de
los cultivos de células Vero.
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3.5.2. Prueba de fijación de complemento

3.5.2.1. Preparación del antígeno (100)

Ratones de 24-48 hs de Vida de la cepa Rockland,fueron

inoculados por via ic con lO3 DL50de VJ cepa XJ.A los 7 dias,

los animales se sacrificaron y sus cerebros se congelaron inmg
diatamente a -70°C.

En el momentode preparación del Ag,los cerebros fueron

descongelados,determinando su peso neto y homogeneizados con 4

volúmenes de una solución de sacarosa al 8,5%.Una vez obtenido

el homogeneizado,se procedió a la deshidratación agregando por

cada volumen de homogenato 20 volúmenes de acetona.El macerado

se agitó dejándolo reposar l hora en frío y luego se centrifu

gó a 1.800 rpm durante 8 minutos a 4°C.

La acetona se eliminó por evaporación empleando una bom

ba de agua y al sedimento se le adicionó un volumen igual de a

cetona,repitiéndose el procedimiento descripto dos veces consg
cutivas.

El sedimento asi obtenido fue pulverizado en mortero y

colocado en una botella formando una fina capa,la que se coneg

tó a una bombade vacio para evaporar los restos de acetona.Al

residuo seco asi obtenido se le agregó ClNa 0,15 Mestéril,en

un volumen aproximado al doble del peso seco de los cerebros,
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disolviéndolo bajo agitación una noche a 4°C.La solución res

tante fue centrifugada en frio a 10.000 rpm 60 minutos y el sg

brenadante,fraccionado en alícuotas de 0,2 ml y congelado a

-70°C,fue utilizado comoAg.

3.5.2.2. Preparación de la escala de hemólisis

Para su realización,l ml de una suspensión de GRCal 2,8%

se mezcló con 7 ml de agua destilada.La suspensión de hematïes

se agitó hasta obtener lisis total y luego se agregó al tubo de

ensayo 2 ml de buffer veronal 5 x,para restaurar la osmolaridad

(tubo A).En un segundo tubo,a l ml de la suspensión de GRCal

2,8%,se le agregó 9 ml de buffer veronal l x (tubo B).
La escala de hemólisis se confeccionó mezclando distin

tos volúmenes de los tubos A y B según el siguiente protocolo:

%de hanSlisis 0 lO 20 30 40 50 60 70 80 90 lOO

Tuto A (nfl) 0 .l .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 l

fiin B mfl) l .9 .8 .7 .6 .5 .4 .3 .2 .l 0

Esta escala fue utilizada para los ensayos de titulación

del complemento y para la prueba de fijación de complemento.

3.5.2.3. Titulación del complemento

Comofuente de complemento se empleó una mezcla de sueros

provenientes de por lo menos lO cobayos adultos.Para su titula
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ción se utilizaron 8 tubos conteniendo volúmenescrecientes

comprendidos entre 0,005 y 0,5 ml,de las diluciones de complg

mento,completando el volumen a l ml con buffer veronal.Luego a

cada tubo,se le adicionó 0,2 ml de la mezcla hemolïtica y se

incubaron a 37°Cdurante 30 minutos.Para facilitar la lectura,

los tubos se centrifugaron 10 minutos a 1000 rpm,determinánd9

se el porcentaje de hemólisis según la escala patrón prepara

da previamente.Los datos obtenidos fueron graficados en papel

doble logaritmico,para calcular el 50%de hemólisis.

3.5.2.4. Titulación de hemolisina

En una serie de tubos se mezclaron 0,4 ml de buffer ve

ronal con 0,4 ml de complementodiluido según los resultados

de la titulación anterior.Inmediatamente,se agregó a cada tubo

0,2 ml de una suspensión compuesta de partes iguales de GRCal

2,8%y hemolisina en distintas concentraciones,incubando la pre

paración l hora a 37°C.Se adoptó comodilución de trabajo aquÉ

lla que producía el 50%de hemólisis según la escala.

3.5.2.5. Preparación de células sensibilizadas

A un volumen de la dilución óptima de hemolisina se a

gregó igual cantidad de GRCal 2,8%.Previo a su uso,la mezcla

hemolítica asi preparada se incubó 15 minutos a 25°C.
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3.5.2.6. Titulación del antígeno

Para la titulación del Ag fijador de complementose u

tilizó un suero inmunede origen humanopreviamente titulado

por la mismatécnica.Se realizaron diluciones en base dos des

de 1/8 hasta 1/512 del Ag en buffer veronal.El suero humanose

inactivó a 56°Cdurante 30 minutos y diluyó 1:4 en el buffer.

Las diluciones crecientes al medio (volumenfinal 0,025 ml),

se realizaron con ayuda de microdiluidores (Microtiter) en po

licubetas plásticas.
Se agregó a cada dilución de suero una gota (0,025 ml)

de cada una de las diluciones del Ag.

Las policubetas se agitaron 15 minutos a temperatura am

biente y a cada orificio se le agregó dos gotas de complemento

previamente titulado.Posteriormente,fueron selladas continuan
do la incubación durante 24 hs a 4°C.Concluïda la incubación

se agregó a cada orificio una gota de la mezcla hemolïtica in

cubando luego las placas a 37°C durante media hora.Las policu

betas fueron luego centrifugadas durante 5 minutos a 1000 rpm

para su 1ectura.Se consideró comotitulo del Ag la mayor dilu

ción que produjo el 50%de hemólisis.

3.5.2.7. Reacción de fijación de complemento

Las muestras de suero a titular fueron diluïdas al me
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dio en buffer veronal e inactivadas durante 30 minutos a 60°C.

La reacción se realizó en policubetas plásticas en las que,a

cada uno de los orificios,se les agregó 0,2 ml de buffer vero
nal realizando las diluciones correspondientes de los sueros

por duplicado.

A una de las series de diluciones al medio de cada sus
ro entre 1/4 y 1/512 se le añadió igual volumen de Ag y a la

otra,una gota de buffer veronal,a los efectos de determinar la

posible actividad anticomplementaria de los sueros.Después del

agregado del Ag o del buffer según corresponda,las placas se

incubaron 15 minutos a temperatura ambiente,y luego se les adi

cionó a cada orificio dos gotas de complementopreviamente ti

tulado.Las policubetas fueron selladas y almacenadas a 4°C hai
ta el dia siguiente.

Despues de añadirle a cada orificio una gota de la mea

cla hemolïtica,las placas se incubaron a 37°C durante 30 minu

tos y luego se centrifugaron 5 minutos a 1000 rpm para facil;
tar la lectura.

En cada policubeta se efectuaron además controles de Ag,

de complemento y de la mezcla hemolïtica.

3.5.3. Prueba de Inmunofluorescencia

Para la detección de anticuerpos especificos en suero



se utilizó la técnica de inmunofluorescenciaindirecta (IFI),

empleando como sustrato células BHK-21sembradas a una concen

tración de 2,5 x 105 células/ml sobre cubreobjetos en tubos

Leighton,e infectadas con una multiplicidad de infección (MI)

de 0,1.A las 48 hs pi los cubreobjetos fueron lavados en PBS,

fijados en acetona fria durante 5 minutos y almacenados a
-20°C hasta el momento de su uso.

3.5.3.1. Obtención de gammaglobulinade ratón

A un volumen de suero proveniente de ratones adultos

normales se le agregó gota a gota medio volumen de sulfato de

amoniosaturado bajo agitación suave.El precipitado,obtenido

por centrifugación a 12.000 rpm durante 15 minutos fue resus

pendido en SF a la mitad del volumen original.El suero fue pre
cipitado por segunda vez en las mismas condiciones y dializado
contra SF durante 48 hs con cambios diarios.La concentración

proteica de las globulinas asi obtenidas fue determinada por

el método de Lowry (101).

3.5.3.2. Preparación de suero de conejo antigammaglobulina de
ratón

Conejos adultos fueron inoculados por via intramuscular

(im) con 2 ml conteniendo SGO/ugde gammaglobulina de ratón og

tenida como fue descripto,en adyuvante completo de Freund (ACFL
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Quince dias después,los animales fueron reinoculados en idén
ticas condiciones.A las dos semanasde la última inoculación,

los conejos se sangraron a blanco por punción cardíaca.El sue
ro,titulado por el métodode precipitación cuantitativa,fue
fraccionado y conservado a -20°C.

El suero de conejo antigammaglobulina de ratón,fue pre
cipitado con solución saturada de sulfato de amoniosiguiendo

la técnica descripta en el punto anterior.

3.5.3.3. Preparación del conjugado fluorescente

A un recipiente conteniendo 40 ml de solución de gamma

globulina de conejo antigammaglobulina de ratón al 1,2% tam

ponada en buffer de bicarbonato 0,5 M pH9, se le añadió 20 mg

de isotiocianato de fluoresceïna y la mezcla fue agitada duran
te 16 hs a 4°C.El conjugado se dializó contra PBSa 4°C duran

te 8 dïas con cambiosdiarios.Completada la diálisis se elimi
naron los precipitados por centrifugación a 12.000 rpm duran

te 15 minutos a 4°C y,previo al agregado de 5 ml de solución

de mertiolate 1/1000,el conjugado fluorescente se fraccionó en

volúmenes de 0,5 ml y se almacenó a -20°C.

3.5.3.4. Determinaciónde anticuerpos fluorescentes

Los cultivos de células BHK-Zlinfectados,se cubrieron

con 0,05 ml de distintas diluciones (1/10 a 1/640) de las mues
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tras de suero a titular.Luego de incubarlos a 37°Cdurante 1

hora en cámara húmeda y lavados dos veces con PBS y agua des

tilada fueron montadosen portaobjetos utilizando buffer gli

cerinado pH8,3.Se consideró titulo del suero a la mayor dilu
ción que presentaba comominimo 2 células fluorescentes por

campo 25x.

3.5.4. Cromatografía

Para determinar la clase de inmunoglobulina responsable

de la actividad neutralizante,fijadora de complementoo fluo

rescente,se empleóla técnica de separación de proteínas por

filtración en geles.
Muestras de 1 ml de suero se sembraron en una columna

cromatográfica de 2,5 cm x 95 cm conteniendo 500 ml de Sefiïdex

G-200 (Pharmacia Fine,Chemicals,Uppsala,Suecia) en PBS.Antes

de comenzar los experimentos se controló la homogeneidaddel

lecho cromatográfico corriendo 1 ml de Blue Dextran (Pharmacia)

a una concentración de 2 mg/ml.

A los efectos de determinar el peso molecular,cada co

lumna fue calibrada por medio de una serie de estándares pro

teicos (Gel Filtration Calibration Kits HWMy LMwPharmacia

Suecia).

Las proteinas usadas fueron Tiroglobulina (PM669.000),

Catalasa (PM232.000),Aldolasa (PM158.000),Albümina Sérica B9



vina (PM67.000),Ovoalbúmina (PM43.000),Quemotripsinógeno A

(PM25.000) y Ribonucleasa A (PM13.700).

El suero utilizado en la siembra fue obtenido de ratg
3nes Balb/c de 45 días de vida infectados ic con 10 DL de50

VJ que se sangraron el dia 15 pi.El material se eluyó con PBS

a un ritmo de 0,3 ml/minuto,recogiendo 60 fracciones de 6 m1

cada una.Luego de medir la D.0. a 280 nm,se determinó,en aque

llas fracciones de D.O. 0,3 el titulo de anticuerpos neutra

lizantes (AcNt),anticuerpos fijadores de complemento (Ac Fc)

y anticuerpos fluorescentes (AcFl) por las técnicas ya des

criptas.

3.6. INMUNOSUPRESION

La droga utilizada para valorar el efecto de la inmung
supresión sobre la infección viral en el ratón adulto,fue la
ciclofosfamida (Cy)(Endoxán-Asta),cedida por Laboratorios La

binca,Buenos Aires.Previo a su empleo,1a droga fue diluida a

la concentración adecuada en agua destilada y utilizada,en tg
dos los casos,antes de transcurridas 2 hs de su preparación.

Las concentraciones de Cy empleadas oscilaron entre 50

y 400 mg/kg de peso y se administraron en dosis únicas o frag

cionadas a distintos tiempos en relación al Ag empleado (GRC
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ó VJ) según las necesidades experimentales.

La via de inoculación empleada,en todos los casos,fue

la intraperitoneal (ip).

3.7. CARACTERIZACION DE POBLACIONES CELULARES ESPLENICAS

Para la cuantificación y caracterización de las pobla
ciones linfoideas, se emplearontécnicas de seleccción negati
va e inmunomarcaciónde linfocitos T,empleando suero antbthan,

y/o de linfocitos B utilizando sueros anti-Ig.Para su realiza
ción fue necesario contar con los reactivos que se enumerana
continuación.

3.7.1. Sueroanti-theta

Para su preparación se siguió la técnica de Golub (102).

Conejos adultos recibieron por via subcutánea (sc) dos

inoculaciones separadas por un intervalo de 15 días de macera

do al 10%de cerebro proveniente de ratones Balb/c adultos n05

males,con el agregado de adyuvante completo de Freund.Los co

nejos fueron sangrados a blanco a los 7 dias de la última ing
culación.

El suero asi obtenido,previamente descomplementado,fue

adsorbido con glóbulos rojos de ratón Balb/c en una relación
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2:1 incubando la mezcla a temperatura ambiente durante l hora.

Luego,el sobrenadante fue también adsorbido con 100 mg de pol

vo de higado incubándolo durante una noche con agitación conti
nua a 4°C.El sobrenadante logrado por centrifugación,fue frac

cionado en volúmenes de 5 ml y almacenado a -20°C.

El polvo de hígado empleado en la adsorción,fue obteni

do a partir de hígado proveniente de 25 ratones Balb/c,los que

fueron homogeneizados en SF adicionándoles luego 400 ml de a

cetona.El residuo así obtenido fue lavado por el agregado de

acetona bajo agitación y posteriormente secado sobre papel de
filtro en estufa a 37°Cdurante l hora.

Para la titulación del suero anti-theta se utilizó la

técnica de citotoxicidad descripta por Reif (103).

Brevemente,consistió en preparar alícuotas (0,05 ml) de

6 timocitos de ratón adulto/ml,a los queuna suspensión de lO

se les agregó partes iguales de distintas diluciones desde 1/8

hasta 1/1024 del suero anti-theta a titular y 0,1 ml de complg
mento.Los tubos fueron incubados l hora a 37°C en baño Maria

y la citotoxicidad obtenida fue valorada por el método de ex

clusión con azul trypán.

3.7.2. Suero de cabra anti-gammaglobulina de coneig

Fue preparado empleando una cabra adulta la que recibió

por via im dos inoculaciones separadas por 15 dias de interva
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lo,de una suspensión conteniendo SGO/ugcada una de gammaglg
bulina de conejo en ACF.Lagammaglobulina fue obtenida por

precipitación con sulfato de amonio comoya ha sido descrip

to en el punto 3.5.3.1Jxlos lO dias de la última inoculación

se reinoculó por via endovenosa (ev) con l mg de gammaglobuli

na y por la misma via lO mg 24 hs más tarde.A los 15 dias de

la última inoculación,el animal fue sangrado por la vena yugu
lar y el suero obtenido fraccionado y conservado a -20°C.

La purificación del suero de cabra anti-gammaglobulina

de conejo y la preparación del conjugado fluorescente se rea

lizó en las mismas condiciones experimentales que ya fueron

descriptas en el punto 3.5.3.3.

La gammaglobulinade cabra anticonejo marcada,fue titg
lada por la técnica de IFI (3.7.4.).Para ello a tubos conte

7 células de bazo provenientes de ratones Balb/c adulniendo lO

tos, se les agregó suero de conejo antigammaglobulina de ratón.

Los tubos fueron incubados a 4°C durante 30 minutos y luego de

lavar las células tres veces por centrifugación,se les adicig
nó diferentes diluciones de gammaglobulina de cabra marcada

con isotiocianato de fluoresceïna (desde l/lO hasta 1/80).

Se eligió comodilución de trabajo aquélla en la que no

se observaba fluorescencia inespecifica y las células se te
ñïan nitidamente.



3.7.3. Suero de conejo anti-gammaglobulina de ratón

Fue preparado siguiendo los pasos que se describen en el

punto 3.5.3.2.

3.7.4. Cuantificación de lasAEoblacionescelulares esplénicas
por inmunofluorescencia indirecta

Para obtener suspensiones celulares aisladas,bazos prove

nientes de distintos lotes de ratones Balb/c fueron rallados sg

bre malla metálica contenidas en cajas de Petri,a las que se ha

bia agregado PBSDulbecco adicionado con 2%de suero fetal bovi

no inactivado.Las suspensiones celulares asi obtenidas fueron
filtradas por algodón para eliminar los detritus remanentes.Las

células aisladas fueron sometidas a "shock" hipotónico para li

sar los glóbulos rojos durante 20 minutos a 20°C con una mezcla

de Tris-NH4Cl y luego del agregado de 10 ml de PBS para restau
rar la isotonicidad fueron centrifugadas a 1.350 rpm.Luegode

lavadas por centrifugación tres veces con Dulbecco,las células

se resuspendieron en sacarosa y sorbitol y se filtraron por algo
dón flojo dentro de pipetas Pasteur siliconadas para remover las
células muertas.

Alïcuotas de lO7 linfocitos viables en medio conteniendo

azida sódica (N3Na)a una concentración final de 20 mM,fueron in
cubadas 30 minutos a 4°C con suero de conejo anti-Ig de ratón o
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suero anti-theta para identificar LBó LTrespectivamente.

Luego de la incubación las células fueron lavadas por

centrifugación y se les agregó 0,1 ml de suero de cabra antiga

mmaglobulinade conejo conjugado con isotiocianato de fluores

ceïna,incubando la suspensión celular durante 30 minutos a 4°C.

Luegode tres lavados para eliminar el exceso del conjugado,el

sedimento se resuspendió en buffer glicerinado pH 8,3 y las célu
las se observaron por epiiluminación (Carl Zeiss Mod. 46 63 00

9901) con objetivo 100 x.

El porcentaje de células positivas se calculó en base a

recuentos hechos sobre,por lo menos,300células.

3.8. CUANTIFICACION DE LA REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDA

DA HACIA GRC POR EL METODO DEL "SWELLING TEST" (104)

Los ratones fueron sensibilizados por via ip ó ev,de a

cuerdo a las necesidades experimentales,ya sea con 109, lO8 ó

lO6 GRCen SF contenidos en 0,2 ml (Dosis sensibilizante, Ds).

En diferentes tiempos de la Ds,la reacción de HRfue desencade

nada (Dd) inoculando los animales en la almohadilla plantar con

lO8 GRCcontenidos en 0,05 ml.

La reacción fue cuantificada comparandoel espesor de la

almohadilla plantar registrado en la lectura previa a la Dd
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(tiempo 0) con la obtenida a las 24 hs de la Dd.Para la lectg

ra se utilizó un calibre manual (Oditest(R) , H.C.Koplin,Sc1'mter:chn

Hessen,Alemania Federal) graduado en 0,05 mm.

La fórmula utilizada para calcular el porcentaje de au

mento fue la siguiente:

% de aumento = Medida de 24 hs x lOO _ 100
Medida de tiempo 0

3.9. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS FORMADORAS DE ANTI

CUERPOS HACIA GRC

El número de células formadoras de IgM hacia GRC(placas

directas),presente en los bazos de los animales,fue determina
do individualmente a distintos tiempos luego de la inmunización

utilizando la técnica de Cunningham(105).

Los ratones se sacrificaron con éter y los bazos fueron

rallados individualmente sobre malla de metal en cajas de Petri

conteniendo medio de cultivo a pH 7,2 (MEM)con el agregado de

Hepes comoestabilizador. Los glóbulos rojos fueron lisados cg
mo se describió en el punto 3.7.4.

Las células esplénicas se contaron en cámaras de Neubauer

y ajustaron a una concentración de 4,2 x 106 células viables/ml,

resuspendiéndolas en medio conteniendo.gelatina al 0,5%.La Via
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bilidad se determinó por exclusión con azul trypán.

Cincuenta/ul de una mezcla compuesta por lSQ/ul de la

suspensión celular, Zó/ul de GRCal 20%y 40/ul de suero fres
co de cobayo como fuente de complemento,fueron sembrados en cg

maras construidas con portaobjetos (106),de manera de formar E
na fina monocapacelular.Las cámaras se sellaron por inmersión

en parafina fundida y se incubaron a 37°C durante 30 minutos.

Luego del tiempo de incubación las placas de hemólisis produci
das por las células formadoras de anticuerpos (CFA)se cuanti

ficaron bajo lupa y los valores obtenidos se expresaron como

CFApor lO7 células esplénicas.

3.10. ENSAYOS DE TRANSFERENCIA PASIVA

3.10.1. Humoral

Para la preparación de líquido ascïtico inmune (LAI) a

ser utilizado en estos ensayos,se emplearon ratones Balb/c de

45 dias de vida,los que recibieron tres inoculaciones por vïa

ip de lO5 DL de VJ,cepa XJ,separadas cada una de ellas por50
dos semanas de intervalo.A los 7 días de la última inoculación

los animales recibieron 0,5 ml de tumor ascïtico (Sarcoma180)

por via ip.Los ratones se sacrificaron entre los 7-10 días des
pués de la última inoculación de virus y el LAI producido se
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extrajo por punción abdominal.
El titulo de Ac Nt del LAI fue determinado en células

Vero,empleandola técnica descripta en el punto 3.5.1.

Comocontrol,se utilizó en los ensayos liquido ascitico

normal (LAN)obtenido 7 dias después de la inoculación a anima
les normales del tumor ascítico en las mismascondiciones des

criptas.
Las gammaglobulinas contenidas en el LAI se precipitaron

dos veces sucesivas con solución saturada de sulfato de amonio

comose describe en el punto 3.5.3.1. eliminándose las sales

por cromatografía en Sephadex G-25 (107).

El titulo de anticuerpos neutralizantes obtenido luego

de la precipitación fue 1/1280.

3.10.2. Celular

Para los ensayos de transferencia pasiva de células,ra

tones adultos dadores fueron sensibilizados ya sea con 5 inocg

laciones semanales de 5 x 103 DL50de VJ por via ip,o con una
sola inoculación con la mismadosis de virus pero por vía ic.

En el primer caso,los animales fueron sacrificados 9

dias después de la última inoculación de virus y en el segundo

a los 7 dias pi,preparándose suspensiones de células esplénicas

aisladas comofue descripto en el punto 3.7.4.
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De acuerdo a las necesidades experimentales,cuando se

requirió una población celular libre de linfocitos T,una parte
de las células fue tratada con suero anti-theta según Tigelaar

y Asofsky (108).Para ello,se procedió de la siguiente manera:

300 x 106 células viables esplénicas (3.7.4.),fueron incubadas

a 37°C durante una hora con l ml de suero anti-theta y con 2 ml

de suero fresco de cobayo como fuente de complemento.Luego,las

células se lavaron por centrifugación tres veces en MEMpH 7,2

y fueron resuspendidas en el mismomedio a la concentración de

seada.A cada animal receptor se le inoculó,por via ev,un volu

men de 0,2 ml conteniendo un número de células equivalentes a

80 x lO6 de la suspensión original sin tratar.En todos los cg

sos la potencia del suero anti-theta fue evaluada por citotoxi
cidad (3.7.1.) y el grado de selección negativa por IFI (3.7.4.)

3.11. RESPUESTA CELULAR AL VIRUS

3.11.1. Ensayosde citotoxicidad por técnica de liberación de
51Cr

Para determinar si la infección viral generaba linfoci
tos T citotóxicos (Tc) se utilizó esta técnica con la que,en

presencia de linfocitos sensibilizados,es posible obtener una
estimación de la lisis celular del sustrato marcadoen función



de la cantidad de isótopo liberado.

Se utilizaron ratones de la cepa endocriada C3H,infec

tados por via ip con 5 x lO3 DL50de VJ.Los bazos fueron cose
chados a diferentes tiempos pi,colocados en placas de Petri

conteniendo 2 ml de Hanks frío y rallados a través de mallas

de acero inoxidable.Después de sedimentados los detritus,las

células fueron lavadas con medio 199 suplementado con 20%de

suero de ternera y ajustadas a una concentración de 1,8-2A3xlO8

células viables/ml. La viabilidad fue determinada por exlusión

con azul trypán y osciló entre 80-93%.

El ensayo citolïtico empleado,fue una combinación de los

métodos descriptos por varios autores (84) (109): monocapasde

células L929,desarrolladas en tubos Leighton (lO6 células/tubo),

se usaron comosustrato.Estas células fueron empleadas por ser

histocompatibles con la cepa de ratón empleada en este ensayo.
Las células fueron infectadas con una MI=l e incubadas a 37°C

durante 48 hs.Este periodo fue elegido en base a experimentos

previos que mostraron que más del 80%de las células asi infeg

tadas presentaban fluorescencia especifica luego de ese lapso
de incubación.

El dia del ensayo, a cada uno de los cultivos infectados

y sus controles,se les agregó lo/uCi de 51Cr (comocromato de
sodio) provisto por la Comisión Nacional de Energia Atómica.

Las células se marcaron con el isótopo radioactivo durante una
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hora a 37°C y luego se lavaron seis veces para eliminar el

SlCr no incorporado.Los cultivos fueron cubiertos con l ml de

las diferentes suspensiones de células esplénicas y posterior
mente incubados 18-20 hs a 37°C.Se ensayaron diferentes rela

ciones entre el númerode células del sustrato y esplenocitos.

Los datos que se presentan corresponden a la relación 1:40.

Después de centrifugar a 250 g durante lO minutos, alícuotas de

0,5 ml del sobrenadante de cada tubo se tomaron para cuantifi

car la liberación del isótopo radioactivo.

El indice citotóxico (IC) fue calculado según la siguien
te fórmula:

cuentas liberadas en el experfinenüo-liberación espontánea
liberación máxima-liberación espontánea

IC=100 x

Cuentas liberadas en el experimento corresponden al cromo li

berado a partir del sustrato marcado (células L929) en presen
cia de linfocitos Tc.

Liberación espontánea corresponde al númerode cuentas libera

das por el sustrato al medio de cultivo,sin el agregado de cg
lulas.
Liberación máximase refiere a la cantidad de 51Cr liberado

luego de someter al sustrato a tres ciclos rápidos de congela
ción y descongelación.

Las lecturas se realizaron en un contador de centelleo
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sólido marca Alfanuclear, modelo E.M.

3.11.2. "Swelling test"

Para determinar la presencia de linfocitos efectores de

la reacción de HRal virus, ratones de las cepas endocriadas

C3Hy Balb/c fueron sensibilizados con una dosis de 103 DL50
de virus Junin por via ic ó ip.

En todos los casos los animales fueron desencadenados

en la almohadilla plantar 6 ó 9 dias después de la Ds.ComoDd

se inoculó a los diferentes grupos experimentales 20 ul conte

niendo alternativamente 106 DL50de stock de virus (cerebro de
5 células L929 infectadas enteras oratón lactante) ó 2,5 x lO

rotas por tres ciclos de congelación y descongelación.

Comocontroles, se emplearon macerado al 10%de cerebro

de ratón normal o células L929 normales enteras o rotas respeg
tivamente.

Las células L929utilizadas para la descarga provenían

de cultivos celulares en monocapasdesarrollados en botellas,

e infectadas con una MI=1de VJ, 48 hs antes de su uso.Las cg

lulas utilizadas comocontrol sin infectar fueron procesadas

de la misma forma que las anteriores excepto que se añadió en

lugar del virus igual cantidad de medio 199.

El período de 48 hs pi fue seleccionado debido a que,

por ensayos de IFI se habia determinado que más del 80%de la



monocapapresentaba Ag viral luego de este lapso.
En todos los casos la cuantificación de la reacción se

realizó a las 24 hs de la Dd,de manera similar a la descripta en

el punto 3.8.

3.12. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Para realizar los estudios anatomopatológicos en aquellas

experiencias que asi lo requerían,muestras de cerebro fueron fi
jadas en formol al 10%en solución reguladora de fosfatos pH

7,4 e incluidas posteriormente en parafina.

De cada una de las muestras se hicieron cortes de 6-7/Um
de espesor,las que se tiñeron con técnicas habituales de hematg
xilina-eosina.

3.13. ANALISIS ESTADISTICO

La significancia estadística de los datos obtenidos en

los distintos experimentos fue determinada de acuerdo a la prug
ba "t" de Student,la prueba ji-cuadrado o la prueba de igualdad

de dos porcentajes, según corresponda. |

Unvalor p<(0,05 fue considerado significativo.



4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS DE LA INFECCION EXPERIMENTAL DEL RATON

ADULTO CON VJ

Los ensayos que se detallan a continuación estuvieron des
tinados a determinar una serie de parámetros virológicos e inmu

nológicos que la infección con VJ producía en el ratón adulto.
Endistintos lotes de animales se estudió:

Morbimortalidad,que fue registrada hasta los 35 días pi.

Contenido de virus en cerebro,por titulación en células Vero

de muestras obtenidas los dias 5,8,10,15 y 20 pi.La disemina

ción hacia sangre y órganos,bazo,hígado,páncreas,riñón y pul

món,se realizó por técnicas de co-cultivo en muestras tomadas

diariamente desde el dia l al dia 7 pi y los días 10 y 15.

Respuesta humoral específica,valorada por la presencia de AcNt,

y Ac Fl y posterior determinación de la clase de inmunoglobu

linas a la que pertenecían cada uno de ellos.

Para realizar las experiencias, muestras de sangre prove
nientes de animales infectados fueron obtenidas a los 2,5,8,

12,15,20,25 y 30 días pi.

Cinética de aparición de los linfocitos Tc en células espléni
cas en diferentes tiempos pi.
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- Respuesta de HRhacia el virus valorada por la técnica del

"swelling test".

Para la realización de los tres primeros estudios,se em
plearon ratones Balb/c,en el cuarto se utilizaron animales de la

cepa C3Hy en el último ambas cepas.

En todos los casos los ratones fueron adultos de 45 días
3 5de vida infectados ya sea con 10 ó lO DL de VJ por vías ip50

ó ic,de acuerdo a las necesidades experimentales.

4.1.1. Morbimortalidad

En un trabajo anterior (73) se habia determinado que la

mortalidad del ratón adulto cepa CFw,infectado con lO3 DL50por
via ic a los 30 días de vida era del 7,0%.Este porcentaje no di

firió del observado en nuestro estudio empleandoratones Balb/c

de 45 días de vida,ya que en el total de las experiencias reali

zadas,la mortalidad promedio no superó el 8%.Lamortalidad se re

gistró entre los 14 y 17 dias pi,sin que los animales manifesta
ran signos clinicos de enfermedad.

4.1.2. Contenido de virus en cerebro y órganos

El título de virus en el cerebro de los animales Balb/c

infectados con la mismadosis y por la misma vía que los ante

riores se valoró en cultivo de células Vero,por la técnica de
formación de placas descripta en el punto 3.4.1.
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Tabla I: Distribución de virus en órganos y sangre de rato
nes Balb/c de 45 días de vida con VJ detectado por
cocultivo.

Muestras Días Pi
provenientes

de 1 2 3 4 5 6 7 10 15

Cerebro 171 +/+ +/+ +/+ +/+ -/_ -/_ '/_ ’/_

Bazo -/_ -/_ +/+ +/+ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_

Hígado -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_

páncreas -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_

Riñón -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_

Pulmón -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_

Sangre —/_ +/+ -/_ +/+ -/_ -/_ -/_ -/_ -/_

(a) Detección de virus en sobrenadante por infectividad pa
ra ratón lactante/ Detección de virus en monocapaspor
inmunomarcación (PAP).
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Cuandose utilizó esta técnica no se detectó replicación

viral en ninguna de las muestras ensayadas.

La presencia de virus se determinó también en cerebro y'en

órganos por inmunomarcación de la monocapa de células permisivas

y por titulación de los sobrenadantes de co-cultivo comose des
cribió en el punto 3.4.2. de Materiales y Métodos.

La Tabla I muestra los resultados obtenidos mediante el

uso de esta técnica.Como puede observarse,fue posible detectar

virus en cerebro en todos los materiales procesados a partir del

dia 2 y hasta el dia 5 pi inclusive.La presencia de virus en ba

zo fue demostrada en muestras correspondientes a los dias 3 y 4

pi.Además,los animales presentaron una fugaz viremia los dias 2

y 4 pi.En la misma Tabla se observa que,cuando se procesaron los

sobrenadantes de los co-cultivos para determinar infectividad pa
ra ratones lactantesflos resultados obtenidos fueron totalmente
coincidentes con los de la inmunomarcación.

En las Figuras 3,4 y 5 se muestra la intensa inmunomarcí

ción de Ag Junin presente en los co-cultivos de células Vero con

células provenientes de cerebro,sangre y bazo,respectivamente.

4.1.3. Respuesta humoral especifica

En lo que se refiere a la respuesta humoral que desarrolla
ron los animales infectados en las mismascondiciones ya descrip
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Figura 3

Co-cultivo de células Vero con cerebro de ratón
adulto infectado ic con VJ.Se observa una intensa

m inmunomarcación de Ag Junin. Método PAP.144 x.
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Figura 4

Co-cultivo de células Vero con sangre de ratón
adulto infectado ic con VJ.Acentuada concentración
de Ag Junin en células Vero. Método PAP.144 x.
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Figura 5

Co-cultivo de células Vero con células de bazo
de ratón adulto infectado ic con VJ.Se observan
células alargadas (Vero) y redondeadas (espléni
cas) con elevada concentración de Ag Junin.Célg
las negativas de igual origen en el fondo. Métg
do PAP.144 x.
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tas, (Figura 6) puede observarse que los Ac Nt y Ac Fc fueron

detectados en niveles significativos a partir de los 8 dias de

la infección (l/lO y 1/32 respectivamente).En los casos de los

Ac Nt,los títulos aumentaron progresivamente hasta alcanzar el

pico máximo (l/160) a los 20 dias pi,y disminuyeron luego a va

lores de 1/40 a los 30 días,momento de la última toma de mues
tras.

Con respecto a los Ac Fc,a partir de su aparición,se mag
tuvieron en valores constantes entre l/32 y l/64 hasta el final
de la experiencia.

Los Ac Fl se detectaron en niveles de l/20 a partir de

los 12 dias pi,aumentaron su titulo hasta los 20 dias (1/80),

registrándose luego una brusca caida 5 dias más tarde en la nmes

tra obtenida en el día 25 pi, hasta ser indetectable el dia 30
pi.

Cuandolos sueros positivos fueron filtrados por Sephadex

G-200 para determinar el tipo de inmunoglobulina responsable de

cada una de las actividades mencionadas,se demostró que,si bien

los Ac Nt predominaban en las fracciones correspondientes a la

IgG,también fue posible detectar actividad neutralizante en una
de las fracciones de alto peso molecular.

En lo que se refiere a los Ac Fl,éstos fueron hallados

exclusivamente en las fracciones de peso molecular bajo,en tanto
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Figura 6

Título de anticuerpos neutralizantes, fluorescentes y fi;
dores de complemento en ratones Balb/c de

ic con 103 DL50 de VJ.
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Figura 7

Separación por columna de Sephadex G-200 de
suero de ratones Balb/c adultos infectados
ic con lO3 DLSO.
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que la actividad fijadora de complementose encontró asociada

sólo a las fracciones correspondientes a la IgM.Losresultados

se muestran en la Figura 7.

4.1.4. Cinética de aparición de los linfocitos Tc en células

esplénicas

Comoya se señaló en el punto 3.11.1. de Materiales y Mg

todos,el ensayo para la detección de linfocitos Tc,generados c9

mo consecuencia de la infección viral con 103 DL50por vía ic,
fue realizado con células esplénicas provenientes de ratones C3H.

Las muestras se obtuvieron a los 2,5,6,8 y 10 días luego de la

infección y la actividad citotóxica fue determinada en cultivos
de células L929infectadas con VJ.Esta línea celular fue selec

cionada por ser genéticamente histocompatible con las células

esplénicas provenientes de los ratones de la cepa C3H.

Los valores que se grafican en la Figura 8 representan

el promedio de tres experiencias separadas.Puede observarse que

muytempranamente,a los 2 días pi,pudo detectarse una signifi
cativa actividad citotóxica en las células esplénicas,ya que se
registró un indice citotóxico de 23,7%.Este valor fue similar

al del dia 5 pi.El indice aumentó luego rápidamente hasta alcan

zar su pico máximoel 6° día pi,con un porcentaje de liberación

del isótOpo d260,9% para disminuir a valores de 20%en el dia
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_, Cinética de aparición de linfocitos T citotóxicos en células espl
de ratones C3Hadultos infectados ic con 103 DL

indicecitotoxioo(Vo)

de VJ.50
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-Ias células esplénicas fueron colocadas en una relación 40
respecto a las células blanco.

-Cada punto representa el valor pranedio de 6-9 animales.
-'Ibdos los valores fueron significativos con respecto a los
les utilizando el test de Stuient.
Días 2,6,8 y 10 pi p 0,001
Días 5 pi 0,01 p 0,001
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lO pi. Todos los valores del ensayo de citotoxicidad presenta

dos en la Figura 8,mostraron ser estadísticamente significati
vos con respecto a los controles utilizando el test de Student.

4.1.5. Respuesta de HRvalorada por el "swelling test"

Comofue descripto en Materiales y Métodos,se intentaron

una serie de modelos experimentales tendientes a determinar si
el ratón adulto infectado con VJ desarrollaba un mecanismode

hipersensibilidad mediadapor células.
Las variables en sucesivos ensayos se introdujeron en,la

cepa de ratón empleada (Balb/c o C3H),en la via de inoculación

del virus (ic ó ip) y en el sustrato viral empleadopara desea
cadenar la reacción (cerebro de ratón lactante o células L929

enteras o rotas).

Distintos grupos de ratones adultos Balb/c infectados

por via ic fueron desencadenados con lO6 DL50de un stock de
Virus proveniente de cerebro de ratón lactante.

Los resultados obtenidos a los 6 ó 9 días de la Ds y en

los controles se muestran en la Tabla II.

En base a estos resultados que no mostraron una reacción

de HRhacia el virus que pudiese considerarse significativa se

decidió ensayar otro modelo,que permitiese proveer de una masa

antigénica mayor con la cual realizar la Dd.
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Tabla II: Respuesta de hipersensibilidad retardada en rato
nes adultos(a)valorada por el "swelling test".

Dosis Dosis
Cepa sensibilizante desencadenante HRb)

. (c)Vía Día pl Sustrato X i ES

ic 6 CI 0,26 i 2,16
CN 0,39 i 1,22

Balb/c
ic 9 CI 1,89 i 1,40

CN 1,43 i 1,43

ic 6 CI 4,99 i 0,96
CN 1,62 i 1,68

ic 9 CI 4,78 i 2,95
CN 2,75 i 2,95

ic 6 LI (E) 24,26 i 1,93
LN 9,38 i 1,46

ic 9 LI (E) 19,43 i 2,66
LN 9,74 i 7,65

C3H

ic 6 LI (R) 24,54 + 3,50

LN (R) 8,35 i 1,50

ic 9 LI (R) 30,26 i 3,45
LN (R) 9,45 i 2,05

ip 6 LI (E) 34,43 i 4,09
LN 8,22 i 0,82

ip 9 LI (E) 18,33 i 6,84
LN 8,00 i 1,33

Referencias ver en pág. 82
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Referencias Tabla II:

a)Ratones Balb/c o C3Hsensibilizados por vía ip o iv con una
dosis de 103 DL50 de VJ en el día 0 (Ds).

b)Todos los valores corresponden al promedio de 8-12 animales
por tiempo .

c)Prueba de Student p < 0,05

CI: cerebro infectado
CN: Cerebro normal
LI (E): células L infectadas enteras
LI (R): células L infectadas rotas
LN: células normales
LN (R): células normales rotas
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Para ello ratones C3Hse infectaron con una dosis de vi
rus por via ic ó ip y se desencadenaron en los mismos tiempos

descriptos anteriormente ya sea con cerebro de ratón lactante
infectado o con células L929 infectadas (rotas o enteras).

Para todos los grupos experimentales descriptos se utili
zaron comocontroles ratones sensibilizados de manera similar y

desencadenados ya sea con cerebro de ratón normal o celulas L929

sin infectar enteras o rotas según correspondiera.
Comose observa también en la Tabla II los ratones C3H

sensibilizados por via ic y desencadenados con cerebro infecta

do,a semejanza de lo registrado en los Balb/c,no mostraron ni a

los 6 ni a los 9 dias post-Ds reacción de HRal virus ya que los

valores no difirieron estadísticamente de sus respectivos con
troles.

Sin embargo cuando se utilizaron comodesencadenante cé

lulas histocompatibles infectadas pudodetectarse una intensa
reacción de HR.

La Tabla II muestra también que si bien los valores flug

tuaron entre 18,33 i 6,84 y 34,43 i 4,09 deben ser considerados
altamente significativos en una reacción de HRvalorada por la

técnica del "swelling test",ya que el incremento con respecto

a sus controles osciló entre el 50 y el 70%.

Aceptando lo anterior es decir que todos los niveles de
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HRobtenidos son altos podria concluirse que,es independiente

en estas condiciones experimentales,la via que se emplee para

la sensibilización,el momentoy la integridad de las células

usadas en la Dd. Sin embargo,cabe destacar que el máximovalor

de HRobtenido fue cuando los ratones C3Hse sensibilizaron

por via ip,y se desencadenaron a los 6 dias con células L929
infectadas enteras.

4.1.6. Acción inmunosupresora de la infección por VJ

Comofue señalado en la Introducción,los virus inducen

en el huésped una gran variedad de respuestas inmunes especïfi
cas pero asimismosi la infección y replicación viral se esta

blece en células del sistema inmunológico son capaces de provg

car alteraciones funcionales que se reflejan comodisminución

o aumentode la reactividad hacia otros antígenos.

En el caso del VJ,como fue demostrado en el punto 4.1.2.

en la infección del ratón adulto,aún cuando la replicación vi

ral es escasa,es posible detectar virus en bazo,un órgano es

trechamente comprometido en la respuesta inmune.

Experimentos previos realizados utilizando el cobayo cg

momodelo experimental,demostraron que el VJ es capaz de depri

mir la respuesta inmunológica tanto celular comohumoral (110)

Se decidió entonces completar el estudio del ratón añito
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infectado si el VJ afectaba células ya sea del compartimiento

humoral o celular que pudiera manifestarse por alteraciones en
la respuesta hacia antígenos heterólogos.Para ello se utilizó
como antígeno glóbulos rojos de carnero (GRC).

4.1.6.1. Determinación de dosis óptima de GRCpara inducir CFA

LEB

En una primera etapa se ensayaron diferentes dosis y vias

de administración de GRCcon el objeto de determinar el esquema

óptimo de inmunización necesario para desencadenar la respuesta
humoral o celular.

En una serie de tres experiencias sucesivas, tres grupos

constituidos por 8 ratones cada uno,fueron inoculados por vía

ip con 106,108 9ó lO GRCen SF y otros 3,constituïdos por el mis

mo número de animales,con iguales dosis pero por via ev.En ambos

casos la dosis de GRCestuvo contenida en 0,2 ml.A los 7 días de

la inmunización 5 animales de cada uno de los grupos experimen

tales recibieron una Dd de lO8 GRCen la almohadilla plantar pa

ra medir la reacción de HRcomo fue descripto en el punto 3.8.

de Materiales y Métodos.

A los tres animales restantes de cada grupo que no reci

bieron Dd se les extrajo el bazo para cuantificar en ellos la

CFA (punto 3.9.).
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Tabla III: Respuesta l'nm‘oral (CFA)y celular (HR)del ratón adulto
hacia glóbulos rojos de carnero (GRC)

GRC CFA/107 células (a) HR(b)

DOSIS VIA í i ES í i ES

109 ev 2.199,78 i 119,14 7,70 i 1,37

109 ip 2.104,55 i 112,90 4,10 i 2,03

108 ev 1.280,42 i 67,85 3,96 i 1,00

108 ip 3.240,20 i 472,60 1,00 i 0,43

106 ev 45,23 i 5,25 11,23 i 1,97

106 ip 36,66 i 8,91 14,31 i 1,70

(a) Valores obtenidos a los 7 dias de la Ds. Promediode 3 experiencias

(b)

realizadas con 3 animales cada una.

Medida ocmohinchazón de la pata luego de la Ddrealizada por vía
intraplantar a los 7 dias de la Ds. Los valores se expresan ocmo
porcentaje de aumentoentre la medida obtenida antes de la Dd y
24 hs después. Prcmediode 3 experiencias realizadas con 5 animales
cada una.
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Los resultados mostraron que con dosis de 108 y 109 GKL

se obtiene una buena respuesta de CFAy pobre reacción de HR,

en tanto que la dosis de 106 resultó ser óptima para generar HR

y subóptima para la respuesta de anticuerpos.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla III.En

todos los casos los valores de CFAy HRfueron estadísticamente
6 8 9y lO ó lO por la prueba de Student,no mos

trando diferencias entre 108 y 109 comoDs.

diferentes entre lO

Todas estas afirmaciones son válidas para las dos vias de

inmunización empleadas,es decir ip y ev,por lo tanto,en los ex

perimentos que se detallan a continuación se empleó solamente la

via ip por ser de más fácil realización.

Comofue mencionado,la Dd para poner de manifiesto la rey;

ción de HRfue administrada a los 7 dias de la estimulación anti

génica con GRC.Sinembargo,para interpretar en su totalidad la

respuesta interesaba conocer la cinética de aparición ya sea de

las CFAy de la HRa partir de la estimulación antigénica.

4.1.6.2. Cinética de la reacción de HR

A pesar de que se había determinado que la Ds óptima de

GRCpara obtener respuesta de HRa los 7 días era 106 el estu

dio de la cinética de esta respuesta se hizo tanto con lO6 como

con lO8 GRC.Para estudiar la reacción de HR,112ratones Balb/c
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Figura 9

Cinética de la reacción de HRhacia GRCen ratones Balb/c adultos.
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Cadavalor representa la Í i ESde 8 animales sensibilizados
con 106 ó 108 GRCy desemadenados con 108 GRCpor via intrap'
tar a diferentes tiempos de la Ds.
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fueron sensibilizados con 106 ó lO8 GRCpor via ip y 8 animales

por tiempo fueron desencadenados diariamente en la almohadilla

plantar desde el día +1 al día +7 de la Ds.Los resultados obte
nidos en este ensayo se expresan en la Figura 9.De su análisis

surge que tanto la Ds con 108 como con 106 GRCproduce un pico

máximode reacción en el dia +3 de la estimulación antigénica

alcanzando valores de 13,9 i l,l y 16,1 i 1,7%respectivamente.
Mientras que en los animales inoculados con lO6 los niveles se

mantienen entre 11,3 i 0,5 y 14,5 i 0,4%hasta el día +7,en los
. 8 . . . .inoculados con 10 se produce una paulatina disminuc1ón en la

reacción,que llega a valores finales del 5,5 i 0,4%.

4.1.6.3. Cinética de aparición de las CFA

Para conocer la cinética de aparición de las CFA,24rato
nes Balb/c adultos fueron sensibilizados con 108 GRCpor via ip

sacrificando 6 animales por tiempo,los días 4,5,6 y 7 después de

la estimulación antigénica.La media aritmética del número de CRA

esplénicas halladas en cada muestra figuran en la Tabla IV expre

sadas como CFApor cada 107 células de bazo.

Puede observarse que de un valor basal promedio de 7 i 3
7 . . . .células esplénicas obtenidas en los animales Sln egCFA por lO

timulación antigénica,ya al 4° día de lalxnselïúlan valores del
orden de las 2.000 CFA.Al5° día post-estimulación se obtuvo el
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(a)
Tabla IV: Cinética de aparición de las CFAhacia GRCen ratones adultos.

Día del ensayo (b) CEA/¿07células (C)
x i ES

o 7 i 3

+ 4 2.090 i 374

+ 5 11.226 i 374

+ 6 2.831 i 238

+ 7 3.053 i 271

(a) Animales Balb/c de 45 días de edad,inoculados con 108 GRCpor vía ip

(b) Considerando día 0 el de la Ds.

(c) Í _-l_-_ES de 6 animales por tiempo.
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pico máximode respuesta (11.226 i 374),nivel que descendió
bruscamente 24 hs después y se mantuvo hasta la última muestra

en el dia 7,con cifras delorden de las 3.000 placas.Estos valg

res fueron coincidentes con los obtenidos en experiencias ante
riores.

4.1.6.4. Respuesta humoral y celular

Se estudió la acción del VJ sobre el compartimiento humo

ral por cuantificación del númerode CFAy sobre el celular,por

el método de "Swelling test", ambas ya descriptas.

Comoya se describió en el punto 4.1.6.1. la inoculación

de lO8 GRCpor via ip,resulta óptima para producir la formación

de anticuerpos sin poder detectarse en los animales respuesta
celular.

Por lo tanto,para estudiar el posible efecto de la infec
ción viral sobre el compartimiento humoral tres grupos de rato

nes Balb/c de 45 dias de vida compuesto cada uno de ellos por

15 animales recibieron por via ip lO8 GRC,contenidos en 0,2 ml

de SF.A las 24 hs, uno de los grupos fue infectado con 103 DL50
de VJ por via ic,otro con la mismadosis y utilizando la misma

via pero al dia 5 de la Ds y el tercer grupo permaneció como con
trol sin infectar.

Otros tres grupos de ratones constituidos por el mismong
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Tabla V: Acción de 1a infección con VJ sobre la producción en el ratón

adulto de CFAhacia GRC.

Dosis de Dia de la (a) CFA/107células
GRC infección esplénicas (b)

108 + 1 3.151 i 438

108 + 5 2.440 i 67

108 - 2.155 i 222

106 + 1 _

106 + 5 i
106 - 31 i 13

(a) 103 DL de VJ por vía ic,con respecto a la Ds = dia 0.

(b) Determinaciones realizadas a los 7 días de la Ds. Í i ES.
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Tabla VI: Acción de la infección con VJ sobre la reacción de HRdel

ratón adultos hacia GRC.

Dos:.s de Día de la (a) s Ming %(b)GRC infección

108 + 1 1,16 i 0,92
108 + 5 6,52 i 0,18
108 - 6,94 i 1,06

106 + 1 10,82 i 1,90
106 + 5 10,94 i 1,20
106 - 14,32 i 1,70

(a) lO3 DL de VJ por vía ic,oon respecto a la Ds = dia 0.50

(b) Detenninaciones realizadas a los 7 días de la Ds. Í i ES.



mero de animales fueron sensibilizados con 106 GRCpor via ip,

dosis que resulta subóptima para la formación de anticuerpos y

podía por lo tanto evidenciar una eventual acción potenciadora,

producida por la infección.A los 7 días de la Ds con GRCse

cuantificaron las CFApor la técnica de Cunninghamy la HR.

Los resultados obtenidos se detallan en las Tablas V y

VI respectivamente.

De su análisis surge que las modificaciones inducidas

por la infección viral no pueden considerarse relevantes ya que

los valores obtenidos ya sea en las CFAo en la HRse hallan en

rangos biológicos compatibles con las variaciones de los respcg
tivos métodos empleados.

4.2. MODIFICACIONES EN EL CURSO DE LA INFECCION DEL RATON INO

CULADO IC CON VJ PRODUCIDAS POR LA ADMINISTRACION DE DIFE

RENTES ESQUEMAS DE Cy

Diseño experimental

El efecto que produjo la Cy sobre ratones adultos Balb/c

infectados con lO3 DL50fue evaluado empleando diferentes esque
mas de administración de la droga que fue inoculada en todos los

casos por via ip,ya sea en dosis únicas o fraccionadas.

El efecto de la droga fue evaluado en una primera etapa,
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por la mortalidad que la inmunosupresión producía en el ratón
adulto infectado.

Posteriormente se realizaron estudios comparativos de

mortalidad,replicación viral,respuesta inmunehumoralespecïfi
ca y cuantificación de poblaciones linfocitarias esplénicas,en
tre ambos esquemas.

En los casos que se detallarán más adelante estos ensa

yos fueron complementados con estudios anatomopatológicos y de

inmunomarcación por técnicas de inmunofluorescencia y PAP.

4.2.1. Empleode dosis únicas de Cy

Antes de utilizar la Cy en los animales infectados para

valorar el efecto de la inmunosupresión sobre el curso de la en

fermedad,se realizaron ensayos destinados a determinarla toxic;
dad de la droga en el ratón Balb/c normal de 45 dias de vida.

Las dosis únicas más empleadas según surge de la biblig

grafia,son las de 150-200 mg/kg de peso.En nuestro caso se en

sayaron dosis únicas desde 50 a 400 mg/kg de peso.La Tabla VII

muestra la media de la mortalidad obtenida en tres experiencias

sucesivas.Como puede observarse,dosis únicas de 300 y 400 mg/kg

de peso resultaron marcadamente tóxicas (40.9 y 85%respectiva

mente).Cuandose utilizó 200 mg/kg la toxicidad registrada va
rió de acuerdo a la experiencia y el promedio final alcanzado
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Tabla VII: Toxicidad de la Cy administrada en dosis únicas para ratones

Balb/c de 45 días de vida.

lbsis N° de Mortalidad (a)

("U/kg) animales %

50 22 o

100 25 o

200 26 1 9, 2 (b)

300 22 4 o, 9 (b)

4 oo 20 85, o (b)

(a) Promediode por los menos 3 ecperiencias separadas.

(b) Prueba de igualdad de dos porcentajes p < 0,05.



fue del 19,2%.

Por el contrario,con el uso de 50 y 100 mg/kg no se ob

servó mortalidad atribuible a la droga.
Por lo tanto,los experimentos con animales infectados se

llevaron a cabo empleando ya sea 50,100 ó 200 mg/kg de Cy,admi

nistrada en diferentes momentosantes o después de la inocula
ción del virus el dia -l ó +4 ó +6 considerando dia 0 el de la

infección ic con 103 DL50de VJ.
En una segunda etapa se emplearon dosis únicas de Cy en

animales infectados para valorar su efecto sobre el curso de la
infección viral.

Comopuede observarse en la Tabla VIII 50 mg/kg de Cy

administrada en cualquiera de los tiempos ensayados,es decir los

dias -l,+4 ó +6 con respecto a la inoculación del virus no mod;
ficó el curso de la infección.

Cuando se administró 100 ó 200 mg/kg de peso ambas dosis

alteraron la resistencia de los animales a la infección.En este

caso,la mortalidad se hizo más evidente cuando la droga se admi

nistró 4 dias después de la infección ya que empleando 100 mg

alcanzó el 70,0% y con 200 mg el 85,0%.Cuando la dosis fue de

200 mg/kg inoculada un dia antes de la infección,la mortalidad

fue del 34,2%.Sin embargo,al considerar los porcentajes de 85A)

y 34,2% hay que tener presente que en nuestro caso la toxicidad



Tabla VIII: Mortalidad del ratón adulto infectado con VJ(a) y tratado
con dosis únicas de Cy.

Cy Días de administración Mortalidad N° de
(mg/kg) con respecto al virus % animales

— 1 o 18

50 + 4 11,1 18

+ 6 o 18

— 1 11,1 18
100

+ 4 70,0(b) 20

- 1 34,2(b) 38

200 + 4 85,0(b’ 20

+ 6 11,1 18

C°9tr°l - 10,7 28les

(a) Ratones mlb/c de 40-45 dias de vida inoculados por via
iccon 103 DL50 de VJ d. día 0.

(b) Prueba de igualdad de dos porcentajes p < 0,05.
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atribuible a la droga alcanzó valores del 19,2%.

4.2.2. Dosis fraccionadas

En estudios paralelos a los mencionados,se decidió en

sayar esquemas fraccionados de Cy que permitieran aumentar el

período de administración de la droga y actuar sobre diferen

tes momentosde la respuesta inmune al virus_con el objeto de
valorar su incidencia sobre la resistencia del ratón adulto al

VJ.Comoen el caso anterior,los primeros ensayos estuvieron des
tinados a valorar la toxicidad de los distintos esquemasde Cy

empleados.

Se emplearon comodosis total 100,150 ó 200 mg,adminis

trados en dosis de 50 ó 100 mg/kg de peso cada una.

La Tabla IX muestra que ninguno de estos esquemas resul

tó tóxico para el ratón Balb/c adulto.

Cuando los mismos esquemas inmunosupresores se emplea

ron en animales adultos infectados,se observó distintos porcen
tajes de mortalidad,1a mayor fue obtenida con la inoculación

de 50 mg/kg/dosis los dias —1+1 +4 ó :1 +l +4 +6 (90,0 y 96,5%

respectivamente)(Tabla X).

Con los restantes regímenes de inmunosupresión emplea

dos la mortalidad no superó el 63,6%.

Del análisis de los resultados expuestos utilizando di



-100

Tabla 1X: Toxicidad de la Cy administrada en dosis fraccionadas para

ratones mlb/c de 45 días de vida.

Dosis total Día de n‘g/kg N° de Martalidad
(1119/ch) administración* por dosis animales (%)

100 -l +l 50 32 0

150 -l +1 +4 50 28 0

200 -l +1 100 27 0

-l +1 +4 +6 50 40 0

* Con respecto al día 0 que correspondería al de la infección viral.
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Tabla x: Nbrtalidad del ratón adulto infectado con VJ(a) y tratado oon

dosis fraccionadas de Cy.

Dosis tot-¿al Día de administración mg/kg N° de Nbrtalidad
(mg/kg) con respecto al virus por dosis animales (%)

100 -1 +1 50 21 57,1(b)

150 -1 +1 +4 50 20 90,0(b)

200 -1 +1 100 22 63,6(b)

-1 +1 +4 +6 so 29 96,5(b)

Control virus — — 18 11,1

3
(a) Ratones Balb/c de 40-45 días de vida inoculados por vía ic con 10 DL50

deVJeneldía 0.

(b) Prueba de igualdad de dos porcentajes p < 0,005.
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ferentes dosis y ritmo de inoculación de Cy surge que la in

munosupresiónes capaz de revertir la resistencia del ratón a

dulto al VJ pero que la magnitud del efecto está ligada a la

administración de la droga aplicada en momentoscríticos de la

infección.Lo que abria una interesante posibilidad de estudio

para analizar en detalle el compromisode los diferentes com

ponentes inmunes en la resistencia al VJ.

4.2.3. Estudios complementarios comparativos entre dosis úni

cas y fraccionadas de Cy

Para comenzarel análisis mencionado,se decidió estudiar

algunos parámetros que pudieran explicar la diferencia de com

portamiento en lo que se refiere a la mortalidad_de los rato

nes infectados e inmunosuprimidos tratados con dosis únicas o

fraccionadas de Cy.

Se eligió para estos ensayos 200 mg/kg de Cy como dosis

total empleada en el esquema fraccionado -l +1 ¿4 +6,con el

cual se habia obtenido la mortalidad máxima (96,5%) y como dg

sis única la de 200 mg/kg,administrada el dia -l de la infec

ción.Esta última,a pesar de la toxicidad,por ser ampliamente
utilizada en otras infecciones virales_en las cuales modificó

la susceptibilidad de los animales al virus

Se estudiaron como parámetros en ambos modelos:
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Titulo de virus en cerebro

El contenido de virus en cerebro se determinó en anima

les de ambos grupos (Cy 200 mg -l y 200 mg de Cy total los

dias -l +l +4 +6) y en los controles infectados.De cada uno

de los grupos los animales fueron sacrificados los dias 5,8,

10,15 y 25 dias pi.

Los cerebros de 5 animales por tiempo se procesaron in

dividualmente y luego titulados por el método de placas ya

descripto. Punto 3.4.1.

Comopuede observarse en la Figura lOni en los controles

sin tratamiento inmunosupresor,ni en los que recibieron una

dosis única de Cy pudo recuperarse virus en cerebro,en cambio

en todos los cerebros provenientes de los animales tratados

con el esquemafraccionado se detectó virus a partir del dia

8 pi hasta el final de la experiencia en titulos de alrededor

de 104 UFP/ml.

Nivel de Ac Nt

Para determinar la influencia de la inmunosupresión so

bre la respuesta inmunehumoral especifica hacia el virus,se

investigó la presencia de Ac Nt en muestras de suero prove

nientes de los diferentes grupos mencionadosanteriormente,

las que fueron obtenidas los dias 5,10,15 y 25 pi.Cada uno de
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Figura l 0

Titulo de virus en cerebro de ratones mlb/c de 45 días de vida infect
con VJ y tratados con dosis únicas o fraccionadas de Cy y sus controle
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los puntos que figuran en la Tabla XI corresponde a la media

de tres a cinco animales por tiempo.

Las determinaciones fueron realizadas en cultivo de cg

lulas Vero con la técnica de virus constante-diluciones de sus
ro_Punto 3.5.1.

La cinética de la respuesta de Ac Nt en los ratones con
troles infectados sin tratamiento inmunosupresor fue comparable

a la ya descripta en el punto 4.1.3.

Pudo detectarse Ac Nt a partir del dia 5 pi en valores

de l/lO los que aumentaron sostenidamente en todas las muestras

hasta el dia 25 pi,en el que se obtuvo un titulo de 1/160.

Cuando se administró la dosis de 200 mg/kg de Cy en el

dia -l de la infección vira1,la respuesta de Ac Nt fue en un

todo coincidente con la de los controles,tanto en el momentode

aparición de los Ac comoen los títulos obtenidos.
Una evidente diferencia fue observada en los animales

infectados e inmunosuprimidos con dosis fraccionada de Cy admi

nistrada pre y post-infección.En este caso,la respuesta,en to:
dos los tiempos estudiados,fue positiva recién a partir de las

muestras obtenidas el dia 15 pi y no superó los valores de 1/10.

En base a estos resultados,que mostraban que el único

grupo en que podía apreciarse diferencias en la mortalidad, tí
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Tabla XI: Niveles de anticuerpos neutralizantes séricos en animales

infectados y tratados con Cyy sus controles sin tratamiento.

Días CY+ V Virus

pi Dosis únicas (l) Dosis fraccionadas(2) (contrOl)

5 1/10 < 1/10 1/10

10 1/10 < 1/10 1/20

15 1/80 1/10 1/80

25 1/160 1/10 1/160

Ratones Balb/c adultos infectados con 103 DL50de VJ por vía ic.

(l) 200 tng/kgde peso de Cy el día -l de la infección viral.

(2) 200 mg/kg de peso de Cy (dosis total) administrada en dosis de
50 mgcada una los días -l +1 +4 +6,siendo 0 el día de la infección
viral .

Los valores de Ac Nt corresponden a la media de 3 a 5 valores individuí
les por tiempo.
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Figura ll

Niveles de anticuerpos fluorescentes séricos en animales infect
tratados con Cy y sus controles sin tratamiento irmunosupresor.

nivelesdeAcFl

l

dias pi

H Ratones Balb/c de. 45 días de vida infectados con lO3 DL
por vía ic. 50

0.-.0 Ratones Balb/c de 45 días de vida infectados con 103 DL5
——.——porvía ic tratados con 4 dosis de 50 mg de Cy cada una 90

-l +1 +4 +6,siendo 0 el día de la infección viral.

Los valores que figuran corresporfien al promediode 3 valo
dividuales por tianpo.
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tulo de virus en cerebro y en los Ac Nt era el que recibió el

esquema fraccionado de Cy,fue éste el modelo elegido para rea

lizar los estudios complementariosde detección de Ac Fl,anat9

nomopatológicos y de inmunomarcación de Ag viral en cerebro.

Los resultados que se hallan expresados en la Figura ll

indicaron que tanto en el grupo de ratones infectados e inmung
suprimidos comoen de los controles infectados sin tratamiento

inmunosupresor,los Ac Fl aparecen a partir del 9° dia pi.Sin

embargo,los niveles alcanzados difirieron en ambosgrupos,ya

que,en general se registraron en los animales inmunosuprimidos

niveles más bajos que los observados en el grupo control.

Estudios histológicos

Los estudios anatomopatológicos revelaron que los anima

les infectados e inmunosuprimidos con el esquema de dosis frag

cionadas,desarrollaron un proceso inflamatorio diseminado,acom

pañado de una notable vasodilatación con hiperhemia,exudado pg

rivascular de células mononucleares y un grado variable de in

flamación de las meninges (Figura 12). Asimismo se observaron

focos aislados de reblandecimiento y hemorragias antiguas que

se evidenciaron por la presencia de macrófagos cargados de hemg

siderina. Alteraciones similares pero de menor intensidad fue

ron halladas en el 50%de los animales infectados sin tratamien
to.En ningún caso se detectó necrosis o hemorragias (Figura 13).
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Figura 12

Cerebro de ratones infectados e inmunosuprimidos
Con el esquema de dosis fraccionadas de Cy.Se og
serva un notable vasodilatación con hiperhemia
exudado perivascular de células monbnucleares.144 x.
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Figura 13

Cerebro de ratones infectados sin tratamiento
inmunosupresor.Se observan lesiones de menor in
tensidad en el 50%de los animales.144x.
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Figura 14

Cerebro de ratones infectados e inmunosuprimidos
con el esquemade dosis fraccionadas de Cy.Se ob
serva inmunomarcaciónpositiva en células de hipg
campo.Método PAP.74 x.
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- Estudios de Inmunomarcación

Por estudios de inmunomarcacióncon peroxidasa-antiperg

xidasa (PAP),alrededor del 80%de los ratones infectados y tng
tados con Cy exhibieron en cerebro una leve a moderada concen

tración de AgJunin,localizada en neuronas aisladas y/o pira
midales del hipocampo;el Ag Junín estuvo ausente en todas las

muestras de cerebro provenientes de los controles sin tratar

(Figura 14).

Cuantificación de linfocitos esplénicos B XÍT

Con el fin de determinar las variaciones que los dos es
quemas de administración de Cy,es decir una única dosis de 200K!

kg,0 bien 200 mg/kg fraccionadas en cuatro dosis de 50 mg/kg ca

da una,podian inducir en las poblaciones linfocitarias espléni
cas T y B se valoró el porcentaje de ambos tipos celulares en

el bazo de animales sin infectar y tratados con Cy,en dosis y

ritmos similares a los empleados en los ensayos recién descrip
tos.A los 5,7,11 y 15 días después de la primera o única dosis

de Cy se les extrajo los bazos,los que fueron tratados comose

describió en el punto 3.7.4. y se cuantificó en ellos los lia
focitos T y B empleando 1a técnica de IFI.

Los resultados obtenidos se resumen en las Figuras 15

y 16.
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Eigura 15

Poküacioneslinfocitarias de ratones Balkybadultos tratados con Cy y
,tnales sin tratamiento detenninados por IFI.
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Figura 16

Poblaciones linfocitarias de ratones Balb/c adultos tratados con Cy y
troles sin tratamiento determinados por JI‘I.
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Comopuede observarse en el bazo de ratones normales

de 45 dias de vida el porcentaje de linfocitos B y T es de 51

y 25%respectivamente.

La administración de una sola dosis de 200 mg/kg de Cy

(Figura 15) produce ya al dia 5 una caída del orden del 50%

de los linfocitos B.Esta disminución se mantuvoconstante has

ta la última muestra estudiada (entre 22 y 27%vs 51,7% de los

controles).
A diferencia de lo anterior con dosis fraccionadas (Fi

gura 16),los valores de linfocitos B se mantuvieron dentro de

los limites normales en el día 5 momentoen que los animales

habian recibido 3 dosis de 50 mg de Cy,disminuyendo paulatina

mente a partir del dia 7 (l dia después de la cuarta inocula

ción) hasta alcanzar en el día 15 los mismosvalores que los

observados con la dosis única de 200 mg/kg.

En lo que respecta a los linfocitos T,tanto con la do
sis única comocon dosis fraccionadas,se registró un llamativo

aumento en el porcentaje,encontrándose en todos los tiempos es
tudiados valores por encima de los normales (30,0-40,0vs 25,5%

de los controles). Se.considera que este aumentoes relativo,

no real,y que refleja la mermaen el recuento de linfocitos B.

Esta conclusión se basa en el hecho de que,en todos los tiem

pos estudiados y con ambos regímenes inmunosupresores,la suma
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de los porcentajes de linfocitos T y B se mantiene relativa

mente constante y es similar a la de los controles sin trata
miento.

Hace excepción a esto los valores hallados en el día 15

en ambosgrupos de animales tratados,donde la sumatoria de los

porcentajes de T y B es,en ambos grupos,del 52,0% lo que indi

ca que los dos tipos celulares están realmente disminuidos.

Se concluye por lo tanto que con las dosis y ritmos en

sayados,1a Cy afecta preponderantemente el númerode linfoci

tos B esplénicos,pero que también la cantidad de células T se

altera comoresultado del tratamiento inmunosupresor.

4.3. MODIFICACIONES DE LA RESPUESTA INMUNE HACIA GRC INDUCI

DAS POR LA ADMINISTRACION DE UN ESQUEMA FRACCIONADO DE

C_Y

Los resultados presentados en el punto anterior corres
ponden al efecto que produjo la administración de Cy sobre las

poblaciones linfocitarias esplénicas en reposo,es decir,sin
ninguna estimulación antigénica conocida.

Ha sido ampliamente demostrado que la Cy actúa predo

minantemente sobre células en división activa.En base a ello,

se decidió evaluar su efecto sobre los linfocitos esplénicos
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de animales estimulados antigénicamente con GRC.

En este caso,la actividad de ambas subpoblaciones lin

foideas se valoró por sus manifestaciones funcionales,es decir
la cuantificación de linfocitos B comocélulas formadoras de

anticuerpos (CFA)utilizando la técnica de Cunninghamy los

linfocitos T,comocélulas efectoras de la reacción de HRem

pleando la técnica de hinchazón de la pata ("Swelling test").

4.3.1. Acción de la inmunosupresión sobre las respuestas humo

ral y celular hacia GRC

Comose recordará,el esquemade dosis fraccionadas de

50 mg/kg de Cy cada una administradas los dias -l,+l,+4,+6

(siendo el día 0 el de la infección viral con lO3 DL50de VJ)
producía en el ratón adulto una enfermedad letal (96,5% promg

dio total de mortalidad) con altos titulos de virus y lesiones

anatomopatológicas a nivel del SNC.

Dado que este esquema experimental de inmunosupresión,

era el que producía las mayores modificaciones en el curso de

la infección del ratón adulto,analizar su acción inmunosupre

sora en un modelo experimental de manejo conocido,en el que

pudiese cuantificarse el efecto sobre la inmunidad humoral y

celular.Se emplearonentonces ratones Balb/c adultos estimula
8dos con 10 GRCpor vía ip valorándose el efecto de la inmung

supresión tanto sobre las CFAcomo sobre la HR.



-118 

La Ds de 108 fue elegida ya que como ha sido menciona

do producía buena respuesta de CFAy baja HR.Por lo tanto,p2

dia detectarse en él la acción de la Cy sobre la funcionalidad

de linfocitos B y la alteración sobre algún mecanismosupresor

que fuese responsable de la pobre respuesta de HR.

Los ensayos realizados en esta primera etapa demostra

ron que este esquema de inmunosupresión redujo en un 99,9% la

cantidad de CFApresentes en el día 7 de la estimulación anti

génica (4.150 i 852 vs 6 :4) de los controles sin tratamiento
inmunosupresor.

En lo que respecta a la reacción de HRdesencadenada

también al séptimo día de la sensibilización se registró un

valor de 8,27 i 1,33 en los animales tratados y de 1,55 i 0,35
en los controles,lo que representa más de un 530%de aumento.

Estos datos demostraron que el esquema inmunosupresor

empleado produjo una intensa modificación en ambos comparti

mientos de la respuesta inmune.

Sin embargo,la valorización del efecto de la Cy de la

manera ensayada,es decir en el dia +7 de la sensibilización,

reflejaba el resultado final, es decir,la sumatoriade efectos
de cada una de las cuatro dosis de Cy administradas,pero no 9

frecia información acerca del momentoa partir del cual el es

quemainmunosupresor producía dichas alteraciones.Por ejemplo
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la dosis de 50 mg/kg inoculada 24 hs antes de la estimulación

antigénica si actuaba sobre la célula precursora,podria resul
tar la única responsable de la reducción de CFAobservada 7
dias más tarde.

Con el fin de conocer entonces la acción de cada una

de las cuatro dosis de Cy sobre la respuesta inmune se diseña

ron experimentos tendientes a disecar el esquemade inmunosu

presión empleado.Para ello a diferentes grupos de ratones que

recibieron 108 GRCen el día 0,se les inoculó Cy (50 mg/kg de

peso por via ip) los dias -l,ó -l +1 +4, ó -l +1 +4 +6,como

se detalla en el siguiente protocolo:

Dosis D i a
Gnun toufl_Cy

WG/kg -l 0 +1 +4 +6

I 50 Cy GRC - - 

II 100 Cy GRC Cy - 

III 150 Cy GRC Cy Cy 

IV 200 Cy GRC Cy Cy Cy

v — - GRC - - 

A los 7 dias de la inmunización se cuantificó en cada

uno de los grupos experimentales la reacción de HRy las CFA

esplénicas,de acuerdo a las técnicas descriptas en 3.8. y 3.9.
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respectivamente.

Comopuede observarse en la Tabla XII,estas experien

cias pusieron de manifiesto que la administración de dosis

fraccionadas de Cy de 50 mg (dia -l),100 mg (-1 +1) y 150 mg

(-l +1 +4) permiten obtener niveles progresivamente mayores

de HR(í 8,65 i 1,30; í 15,01 i 0,82 y í 21,35 i 3,25 respect;
vamente).Sin embargo,cuandolos animales recibieron la cuarta

dosis de 50 mg/kg de Cy en el dia +6,los niveles de HRcayeron

abruptamente a Í 7,96 i 1,26.
En la misma Tabla puede apreciarse que,las CFAdescen

dieron a menos de la mitad del valor control con una sola do

sis administrada en el dia -l,al 23%con dos dosis,alrededor

del 1%con tres dosis y por último a menos del 1%con el esque

ma completo de inmunosupresión.Es decir,en este caso,a difieren

cia de lo que se observó en la reacción de HR;la cuarta dosis

de Cy en el día +6 no modificó el efecto obtenido con las tres
dosis anteriores.

La brusca caida de la HRobservada cuando se administró

la cuarta dosis de Cymereció una consideración especial.Se pg
dia asumir que esta acción era debida al efecto sumatorio de

las cuatro dosis de Cy o bien a la acción individual de los

50 mg/kg inoculados en el día +6 sobre el linfocito efector de

la HR (THR).
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Tabla XIlección de distintas dosis y ritmo de inoculación

de Cy sobre la respuesta inmune hacia GRCdel ra

tón adulto.

CY

Dosis total Días(a) HR(b) CFA/107células(c)

(mg/kg) í i ES í i ES

50 -l 8,65 i 1,30 1.878 i 179

100 -1 +1 15,01 i 0,82 1.203 i 153

150 -1 +1 +4 21,35 i 3,25 64 i 13

200 -1 +1 +4 +6 7,96 i 1,26 8 i 4

1,10 i 0,28 5.151 i 853

(a) Con respecto a la sensibilización ip con 108 GRC.

(b) Reacción de hipersensibilidad retardada valorada por la

técnica de "swelling".

(c) Células formadoras de anticuerpos por el método de

Cunningham.
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Por lo tanto para establecerlo,se diseñaron una serie

de experimentos que se detallan a continuación.

Debido a que,como ya fue indicado bajas dosis de GRC

inducen buena respuesta de HR,se administró a tres grupos de
8 ratones cada uno lO6 GRCpor via ip.Dos de ellos fuerOn tra

tados con dosis únicas de Cy en el dia +6,uno con 50 mg/kg y

el otro con 200 mg/kg a fin de establecer una posible dosis

dependencia del efecto supresor y el tercero fue dejado como

control de HR.Comoen todas las experiencias ya descriptas los

animales fueron desencadenadosa los siete dias post-sensibi
lización.

Los resultados,que se observan en la Tabla XIII,mues

tran que la administración de la droga en el dia +6,es la reg
ponsable de la caida de los niveles de HRy que este efecto

no es dosis dependiente,ya que en ambos grupos tratados con Cy

se observó una disminución de la reacción del 40,50%con res

pecto al grupo control sin tratamiento.

4.4. PARTICIPACION DE LA INMUNIDAD CELULAR Y HUMORALEN LA

RESISTENCIA DEL RATON ADULTO A LA INFECCION CON VJ

Habiendo determinado como se señaló en el punto 4.3.

la acción que el esquemade dosis fraccionadas de Cy,producia

sobre los compartimientos humoral y celular de la respuesta
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Tabla XIII: Acción de la Cy sobre el linfocito efector de la

hipersensibilidad retardada.

CY

Dosis total Dïa(a) HR(b)

(mg/kg) í i ES

- 14,46 i 1,19

50 +6 8,08 i 1,9

200 +6 7,92 i 1,22

(a) Con respecto a la sensibilización ip con 108 GRC.

(b) Reacción de hipersensibilidad retardada valorada por la

técnica de "swelling".
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inmune,se retomó el modelo ratón adulto infectado ic con

103 DL50 de VJ e inmunosuprimido con ese régimen inmunosuprg
sor,con el fin de evaluar la participación de los mecanismos

inmunesen la resistencia a la infección.Como se recordará,

este tratamiento con Cyrevertía la resistencia del ratón adn;
to al VJ.Por lo tanto,en este modelo se realizaron las simuen
tes experiencias de reconstitución por transferencia pasiva.

4.4.1. Inmunidad humoral

Con el objeto de determinar el papel de los anticuerpos

se realizaron ensayos de transferencia utilizando anticuerpos
obtenidos a partir de liquido ascitico inmune (LAI),comofue

explicado en el punto 3.10.1,ya sea en su estado nativo (tïtg
lo 1/160) o bien gammaglobulinas (titulo 1/1280) obtenidas

por precipitación comose detalló en el punto 3.5.3.1.

4.4.1.1. Determinación del esquemaexperimental de transferen
cia pasiva

Comoprimer paso,se llevaron a cabo varios ensayos ten
dientes a determinar la dosis y ritmo de inoculación de LAI

adecuados para obtener titulos de anticuerpos antivirus homo

logables a los que fisiológicamente se producen en el ratón a
dulto infectado.Simultáneamente se determinó el período de



- 125 

persistencia en suero de los anticuerpos especificos,con las dos
concentraciones de LAItransferidos.

Para ello 36 ratones Balb/c normales fueron inoculados

por vía ip ya sea con dos o tres dosis de LAI nativo o con tres

de la gammaglobulina.Encada dosis se administró 0,4 ml a inter
valos de cuatro dias.

En el caso de la gammaglobulinase sacrificaron dos ani

males por tiempo,cada dos días desde el dia 2 y hasta el dïa 15

posterior a la primera inoculación de LAI.Cuandose administra

ron dos dosis de LAI nativo,las muestras fueron tomadas con los

mismosintervalos los dias 2,4,6,8 y lO a partir de la primera

inoculación de anticuerpos.En el caso de las tres dosis se tomó
además una muestra el día 12.En todos lOs casos el titulo de

Ac Nt de cada una de las muestras individuales fue determinado

comose describió en el punto 3.5.1.

Con la transferencia pasiva de LAI nativo (l/160) en las

condiciones mencionadas en ninguna de las muestras se obtuvo un

titulo de Ac Nt mayor de 1/20 (Figura 17).De los datos obtenidos

con el esquemade 2 dosis puede inferirse que la persistencia del

anticuerpo transferido es del orden de los 4 dias.Como era de es
perar con la administración de LAIconcentrado (titulo 1/1280)

se registró un nivel de anticuerpos mayor entre 1/60 y 1/80 has

ta los 12 días es decir,4 dias después de la última inoculación,
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Figura 17

Niveles y persistencia de anticuerpos neutralizantes en
adultos normales transferidos pasivamente con liquido a:
inmune (LAI).
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decayendo 3 dias más tarde a niveles de 1/20 (Figura l7).Estos

últimos datos confirmaron la duración del periodo de persisten

cia en suero del anticuerpo transferido.

De estos resultados surge que la inoculación del LAIcon

centrado con intervalos de 4 dias produce un nivel de anticuerpos

sostenido y en titulos comparables a los originados por la infeg
ción,hasta 7 dias después de la última inoculación.

4.4.1.2. Influencia de la transferencia pasiva de anticuerpos
sobre el curso de la infección viral

Una vez determinado el ritmo apropiado de inoculación de

anticuerpos,se procedió a realizar las experiencias de transfe

rencia pasiva a los animales adultos infectados e inmunosuprimi
dos.

En una primera etapa se ensayó el poder protector de los

bajos niveles de anticuerpos que se obtuvieron con el LAI nativo

inoculando 0,4 ml los dias +1 +5 y +9 pi a un lote de 27 ratones

Balb/c de 45 días de vida infectados por via ic con lO3 DL50de
la cepa XJ de VJ (dia 0) y tratados con Cy los dias -l +1 +4 +6

(grupo Cy + V + LAI).Se utilizaron como controles 3 animales a

los cuales se les administró liquido ascïtico normal (LAN)con

el mismo esquema anterior (Cy + V + LAN), 19 animales infectados

y tratados con Cy (V + Cy) y 10 animales infectados solamente

(grupo V) (Tabla XIV).
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Tabla XIV: Porcentaje de mortalidad acumulativa en ratones Balb/c
infectados, irmunosuprimidos y tratados con LAI.

MORTALIDAD

Días Gm (1) Gmpom Grupo) GmpOM). V+Cy+IAI V+Cy+LAN V+Cy controlVJrus
Pl (27 animales) (13 animales) (19 animales) (lO animales)

12 3,7 - - —

13 11,1 15,4 5,2 
14 22,2 30,8 41,6 
15 29,6 46,2 57,2* lo
16 40,7 53,9* 67,6 
17 44,7 - - 
18 48,1 - - 

- - 72,8 
26 - 61,5 - 
3o 51,8* - - 
33 - 69,2 - 
34 55,5 - 78,9 

m‘f’Ïlmidad 55,5 69,2 78,9 lo

(l) Animales de 45 días de vida infectados en el día 0 con 103DL50de VJ por
vía ic,irmunosuprimidos con Cy los días —l,+l,+4,+6 y tratados con 0,4 ml
de IAI nativo (titulo 1/160) los dias +l,+5 y +9 pi (GrupoCy + V + LAI).

(2) Idan anterior pero tratados con IAN.
(3) Controles sin transferencia.
(4) Controles infectados solamente.
* 50%de mortalidad.
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Los ratones de todos los grupos fueron controlados dia

riamente,registrándose 1a mortalidad y los signos de enfermedad

hasta los días 35 pi.

Comopuede observarse en 1a Tabla XIV,el tratamiento con

el LAI nativo empleado disminuyó 1a mortalidad en un 23,4% con

respecto a los animales que no recibieron anticuerpos (55,5%vs

78,9%de mortalidad).

En el grupo transferido se observó un marcado retardo en

el 50%de la mortalidad,que puede considerarse que ocurrió alrg
dedor del día 24 pi (48,1% el dia 18 pi y 51,8% el dia 30 pi)

con respecto,ya sea a1 grupo V + Cy + LAN(50% entre los dias 15

16 pi o el control V + Cy 50%entre los dias 14 y 15 pi).

En base a estos resultados que mostraban la poca protec

ción obtenida con el tratamiento ensayado,se decidió reforzarlo
mediante la administración de las mismasdosis individuales de

LAI,pero inoculadas con mayor frecuencia,es decir cada 2 días,

comenzandoademás el día previo a la infección viral.

En consecuencia,un lote de 29 ratones adultos Balb/c in

fectados a1 dia 0 y tratados con Cy comose describió para el ei

perimento anterior,recibieron 0,4 m1de LAI (titulo 1/160) los

dias -1,+1,+3,+5,+7 y +9 con respecto a la infección (grupo Cy +

V + LAN).

Otros 18 animales que recibieron LANcon el mismo esquema
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Tabla XV:Porcentaje de mortalidad acumulativa en ratones Balb/c infectados,
inmlnosuprimidos y tratados con un esquena reforzado de IAI.

Días Grupo (1) Gmpo (2) Grupo (3) Grupo (4). V+Cy+LAI V+Cy+LAN V+C controlVlrus
Pl (29 animales) (18 animales) (20 animales) (10 animales)

ll 3,44 5,55 - 
12 10,34 16,66 - 
13 — 44,44 20 

14 17,24 55,55* 35 

15 24,13 77,77 65* 

16 37,93 83,32 7o 

17 51,72* - 9o 

18 62,06 83,32 - 
19 - - 100 

20 65,51 94,4 - 

mïïálidad 65,51 94,4 100 o

(l)

(2)

Animales de 45 dias de vida infectados en el día o con lo3 DL50de VJ
¡norvía ic,l'mnlmsuprimidos con Cy los días -1,+l,+4,+6 y tratados con
0,4 m].de LAI nativo (titulo 1/160) los dias -1,+l,+3,+5,+7,+9 pi (Grupo
cy + V + LAI).
Iden anterior pero tratados con LAN.
Controles sin transferencia.
Controles infectados solamente.
50%de mortalidad.
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(grupo Cy + V + LAN),20 animales infectados y tratados con Cy y

lO animales infectados solamente fueron utilizados comocontro

les (Tabla XV).Lamorbimortalidad fue registrada comose descri
biera previamente.

Con este esquemareforzado de transferencia pasiva de an
ticuerpos se produjo una disminución en el porcentaje de morta

lidad de alrededor del 35%con respecto a los controles (grupo

V + Cy) que fue similar a la obtenida con el primer esquema.

Los resultados de las Tablas XIV y XVdemuestran que la

transferencia pasiva de anticuerpos homológosantivirus,confiere

cierto grado de protección al ratón adulto infectado e inmunosg

primido con Cy.

Con el fin de evaluar si mediante la administración de

LAI "concentrado" (titulo 1/1280) era posible obtener un mayor

efecto protector,se realizó una tercera experiencia de transfe

rencia de anticuerpos,utilizando el esquemaque,como se recorda
rá,era adecuado para obtener en los receptores normales un nivel

sostenido de anticuerpos del orden de 1/40 es decir inoculándo

los los dias +1 +5 +9 pi.

Para ello un lote de 18 animales infectados e inmunusupri

midos recibieron tratamiento con LAI (grupo V + Cy + LAI) utili

zándose como controles 15 animales transferidos con LAN(grupo

V + Cy + LAN),18 animales infectados e inmunosuprimidos (grupo
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'Iabla XVI: Ivbrtalidad acumulativa en animales Balb/c infectados e irmuno
suprl'midos que recibieron LAI "concentrado" y sus controles.

MORTALIDAD

(l) (2) (3) (4)
Dias Grupo Grupo Grupo Grupo. V+Cy+LAI V+Cy+LAN V+Cy V
Pl (18 animales) (15 animales) (18 animales) (lO animales)

8 - - - lo
9 — — _ _

lO - - - —

ll - - - —

12 - 13,33 - 
l3 - 20,00 16,66 
l4 — 46,66 50,00* 

15 ll,ll 73,33 72,22 
l6 - 86,66 88,88 
17 33,33 93,33 94,44 

wifi?“ 33,33 93,33 94,44 lo

(l)

(2)

Animales de 45 dias de Vida infectados en el dia 0 con lo3 01.50de VJ
por vía iC,iIlTIlJIDSIJprimidOScon Cy los días -1,+l,+4,+6 y tratados con
0,4 ml de LAI "concentrado" (título l/l280) los días +1,+5 y +9 pi
(Grupo Cy + V + LAI).
Idan anterior pero tratados con LAN.
Controles sin transferencia.
Oontroles infectados solamente.
50%de mortalidad.
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V + Cy),y 10 animales infectados solamente (grupo V).

Analizando los datos que se muestran en la Tabla XVI,se

observa una marcada disminución de la mortalidad en el grupo de

animales infectados,inmunosuprimidos y tratados con LAI,con reg
pecto a los controles infectados e inmunosuprimidos solamente

(33,33%vs 94,4%).La mortalidad del grupo control virus no difi

rió de la observada normalmente,ya que alcanzó el 10,0%.

4.4.1.3. Correlación entre la protección alcanzada por la trans
ferencia pasiva de anticuerpos y el contenido viral en
cerebro

Habiéndoseestablecido que las diferencias en la efecti

vidad de la protección del ratón adulto infectado e inmunosupri
mido,dependiandel nivel de anticuerpos transferidos,se estudió

si la protección observada se correlacionaba con la multiplica
ción de virus en cerebro.

Para valorar este punto,se realizaron las experiencias
empleandolos dos tipos de LAIusados anteriormente,es decir,el

de bajo y el de alto titulo de Ac Nt,administrando a los anima

les 0,4 ml de LAI por via ip los dias +l,+5 y +9 pi.

En todos los casos se procesaron muestras individuales

de cerebro y sangre provenientes de 2 animales por tiempo obteni

das los dias 8,11 y 14 pi.Entre 13 y 15 animales de los grupos
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tratados con LAI y sus respectivos controles (infectados,inmung

suprimidos e infectados solamente),fueron observados diariamen

te hasta los 35 días pi,registrándose la morbimortalidad.El con

tenido del virus en cerebro fue titulado por el método de unida

des formadoras de placas y el nivel de Ac Ntemsuero,se determi
nó por la técnica de virus constante-diluciones de suero.Ver

puntos 3.4.1. y 3.5.1. respectivamente).

Los resultados obtenidos con ambas concentraciones de an

ticuerpos están representados en las Figuras 18 y 19 respectiva
mente.

Cuando se administró LAI nativo de bajo titulo,a pesar de

la esperada disminución de alrededor del 30%en la mortalidad,

confirmada en este ensayo,la concentración de virus en cerebro
no difirió de la obtenida en los controles sin tratamiento.

Un hecho similar se observó cuando se empleó el LAI con

centrado con un título de 1/1280 ya que tampoco el nivel de vi

rus en cerebro difirió del de los controles.Por lo tanto es po
sible afirmar que si bien los anticuerpOS son capaces,en ciertas
condiciones experimentales,de proteger al ratón adulto del efec

to que la inmunosupresión produce en el curso de la infección vi
ral no modifican la concentración de virus en cerebro.

Es de señalar que la concentración de anticuerpos séricos

detectada en los receptores fue coincidente c0n las halladas en
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Figura 18

Título de Virus en cerebro y niveles de anticuerpos ne
lizantes en ratones infectados e inmunosuprimidosque.
bieron tratamiento con LAI (1/160) y sus controles.
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Figura 19

Título de Virus en cerebro y niveles de anticuerpos neut
lizantes en ratones infectados e inmunosuprimidosque re
bieron tratamiento con LAI (1/1280) y sus controles.
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los ensayos previos de transferencia pasiva efectuados en ani

males normales.Ver punto 4.4.1.1.

4.4.2. Inmunidadcelular

Comose mencionó en la Introducción del punto 4.4. el 09

jeto de estas experiencias fue el de determinar la participa
ción de los mecanismosde inmunidad celular en la resistencia

del ratón adulto a la infección con VJ,particularmente el de la
población de linfocitos T.

4.4.2.1. Ensayosde enriquecimiento de poblaciones linfocitarias
esplénicas

Unaserie de experiencias previas estuvieron destinadas

a evaluar la eficacia de los métodos de enriquecimiento descrip
tos en los puntos 3.7. y 3.10.

Con el fin de estandarizar las condiciones experimentales

a ser empleadas en lOs ensayos de transferencia se procedió a

cuantificar el porcentaje de células T y B presentes en el bazo

de los animales sensibilizados con virus y su modificación como
resultado del tratamiento "in vitro" con suero anti-theta.

Comose observa en la Tabla XVII el porcentaje de linfo

citos B y T presente en las suspensiones de células esplénicas

provenientes de animales sensibilizados (45,7%y 26,3%respect;

vamente),no difirió del hallado en las suspensiones de los bazos
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TablaXVII:Cuantificación de poblaciones linfocitarias en células esplénicas
de animales sensibilizados .

Tratamiento con . élulas Células %
suero anti-theta sueros Antlsueros fluorescentes totales fluorescentes

conejo cabra
mrmal anti-conejo 12 205 5' 8

Idem 7 0 153 4 5, 7
(conejo)

anti 6 Idan 65 247 26,3
(conejo)

anti Ig
+ ratón Idan 218 235 92, 7

(conejo)

* Se empleó1a técnica de irmunofluorescencia indirecta,con0 se describe en
el punto 3.7.4.,tiñendo suspensiones de células de bazo de ratones Balb/c

de 45 días de vida,inoculados con 5 dosis de 103 DL50de VJ cada una,sep3
radas por 7 dias de intervalo y sacrificadas 9 días después de la última
inoculación .
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provenientes de animales normales de la misma edad,como se de

muestra en las Figuras 15 y 16 del punto 4.2.3. (51,7% y 25,5%

respectivamente).Luego del tratamiento con suero anti-theta en

presencia de complementose observó un enriquecimiento de linfg
citos B (92,77%)detectados por la técnica de IFI indicando la
ausencia casi total de linfocitos T.

4.4.2.2. Ensayosde transferencia pasiva celular a ratones in

fectados e inmunosuprimidos

En tres experiencias sucesivas un total de 114 ratones

de 45 dias de vida,fueron infectados y tratados con 50 mg/kg de

Cy los días -l,+l,+4,+6 y divididos en 4 grupos experimentales.

El grupo I (Cy + V + CST) constituido por 30 animales re

cibió por via ip 7 dias después de la infección viral 80 x lO6

células esplénicas totales procedentes de animales dadores ino

culados con 5 dosis de VJ como se describió en el punto 3.10.2.

El grupo II (Cy + V + C89) constituido por otros 30 ratg

nes fue inoculado por la misma via con un número equivalente de

células inmunespreviamente tratadas con suero anti-theta.

El tercer grupo (Cy + V + CN) 24 animales recibieron

6 células esplénicas normales.80 x lO

El cuarto grupo (Cy + V) permaneció sin transferir y se
utilizó comoCOntrol.

Comoen el caso de la transferencia de anticuerpos,los
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animales fueron observados diariamente registrándose morbimor

talidad hasta los 35 dias pi.

Un lote de 24 animales (grupo V) infectado constituyó el
control virus.

En los animales del grupo I,infectados y tratados con Cy

que recibieron transferencia de células inmunestotales,se re

gistró una mortalidad del 70,0%mientras que en los que recibie

ron células inmunespreviamente tratadas con suero anti-theta

(Cy + V + CSO) la mortalidad fue del 90,0%.

Los controles infectados e inmunosuprimidossin transfg
rencia celular mostraron una mortalidad del 100%,mientras que

en los que recibieron células normales la mortalidad fue del

87,5%.

Los datos obtenidos figuran en la Tabla XVIII.

4.4.2.3. Efecto de la transferencia celular sobre el contenido
de virus en cerebro

Conel fin de determinar si las células esplénicas trans
feridas previamente de animales dadores que recibieron 5 inocu

laciones semanales de 5 x 103 DL50de VJ por via ip,eran capa
ces de disminuir o eliminar el título de virus en el SNCde los

animales infectados e inmunosuprimidos se procedió en uno de

los experimentos descriptos en el punto anterior,a tomar muanras
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Tabla XVIII: Porcentaje de nortalidad acumulativa en ratones Balb/c infectados,
irmmsuprjmidos y transferidos con células esplénicas inmunesy
sus controles .

M O R T A L I D A D %

Grupo Im Grupo 11(2) Grupo 111m Grupo Iv“) Grupo V(5)
Días (Cy+V+CSI‘) (Cy+V+CSG) (Cy+V+CN) (Cy+V) (V)
pi 30 animales 30 animales 24 animales 30 animales 24 animales

12 - - 12,5 - 
13 - - 25 - 

14 30 20 62,5 20 
15 70 60 - 30 

16 - - 75 70 

17 - 90 87,5 100 
18 - - - - 
19 - - - - 
20 — - - - 

25 - - — - 

30 - - - 

Martalidad
final % 70 90,0 87,5 100 0

(1) Animales de 45 días de vida infectados en el día o con 103 DLSOde VJ
por via ic imumosuprimidos con Cy los días -l +l +4 +6 e inoculados
con 80 x 106 células esplénieas totales.

(2) Iden anterior, recibiendo células esplénicas totales tratadas con suero
anti-theta.

(3) Idemanterior pero recibieron células normales.
(4) Controles infectados e :ínnunosuprimidos.
(5) Controles infectados solamente.
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de cerebro de ratones de los grupos I (Cy + V + CST),II (Cy +

V + C89) y III (Cy + V).

Asi,a los 8,11 y 14 dias pi,se sacrificaron 3 animales

por grupo determinándose el contenido de virus en cerebro por

titulación en células Vero comose describió en el punto 3.4.1.

Los resultados de estas titulaciones,que se muestran en
la Tabla XIXindican que la transferencia de células totales

produce la desaparición del virus alrededor del dia 14 pi.Este
efecto puedeatribuirse a linfocitos T sensibilizados,ya que es

eliminado por el tratamiento de las células esplénicas transfg
ridas con suero anti-theta.

En el curso de los experimentos anteriores surgió la pg
sibilidad de modificar el régimen de inmunización de los dadores,

ya que si bien se sabia que el esquema de 5 inoculaciones era

efectivo para producir células citotóxicas,se trataba de un es

quemade sensibilización forzado para explicar el papel de célu
las sensibilizadas en la resistencia del ratón adulto a la in
fección.

Por lo tanto,se pensó que,probablemente,los linfocitos

esplénicos provenientes de ratones infectados por via ic con una

sola dOSis de VJ fueran más apropiados para evaluar el papel de

la inmunidadcelular en la resistencia a la infección.Para dilu
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(b v

(c)
(d)

Tabla XIX: Efecto de la transferencia de células inmunes so
bre el contenido de virus en cerebro de ratones
infectados y tratados con Cy.

GRUPO Día de toma de muestra
8 11 14

(d)
I (Cy+V+CST)(a) 1,5 x 104 4 x 1o3 5

II (Cy+V+CSG)(b) 1 x 104 4,5 x 103 3 x 1o3

III (Cy+V)(C) 2 x 1o3 7 x 1o3 1,5 x 103

(a) Animales de 45 días de vida infectados en el día 0 con

103 DL50de VJ por vía ic e inmunosuprimidos con Cy los
dias -1 +1 +4 +6 e inoculados con 80 x 10 células es
plénicas totales provenientes de animales dadores que
recibieron 5 inoculaciones semanales de 5 x 103 DL50de
VJ por vía ip.

Idemanterior pero recibieron células esplénicas tota
les tratadas con suero anti-theta.
Controles infectados e inmunosuprimidos
Expresado como UFP/ml
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cidar este punto,se realizaron 3 experimentos sucesivos con un

total de 125 ratones de 45 dias de vida los que fueron infecta

dos y tratados con 50 mg/kg de Cy en los días -l +1 +4 +6,y di

vididos en 3 grupos experimentales:

- El grupo I,constituido por 40 animales,recibió en el dia 0 de

la infección viral células esplénicas inmunesprocedentes de

dadores infectados 7 dias antes con lO3 DL50de VJ por via ic.
- El grupo II,constituïdo por 42 animales,recibió células esplg

nicas inmunes obtenidas de la misma forma que la descripta an

teriormente,pero en el dia 7 de la infección viral.

- El grupo III,infectado e inmunosuprimido (43 ratones) fue uti
lizado comocontrol.

En todos los grupos se registró morbimortalidad hasta los

35 dias pi y se tomaron muestras de cerebro de 3 animales por

grupo los dias 8,11 y 14 pi. Comoen el caso anterior,el conte

nido de virus en cerebro fue cuantificado por titulación en cé
lulas Vero.

Comopuede observarse en la Tabla XX,la transferencia de

células en el día 0 produce una reducción del 90% (8,5 x 103PFU

2PFU)en el titulo de virus en cerebro de los animavs 2,5 x 10

les transferidos con respecto a los controles.Sin embargo,esin
teresante destacar que esta reducción no va acompañadade una
disminución en la mortalidad.
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Tabla XX:Efecto de la transferencia de células inmunes so
bre la mortalidad y el contenido de virus en cerg
bro de ratones infectados y tratados con Cy.

GRUPODia de la trans- Día de toma de muestra Mortalidad

ferencia celular 8 11 14 %

(C)
I(a) o 1 x 104 2 x 1o4 2,5 x 102 100,0(40/40) (d)

II(a) 7 2,5 x 103 4,5 x 103 6 x 10 100,0(42/42)
III(b) a x 103 8 x 103 8,5 x 103 93,0(40/43)

(a) Animales de 45 días de vida infectados ic con VJ e inmu
nosuprimidos con Cy, inoculados con 80 x 106 células es
plénicas totales provenientes de animales dadores que
recibieron una inoculación de 103 DL50de VJ por vía ic.

(b) Controles infectados e inmunosuprimidos.

(c) Expresado como UFP/ml.

(d) Númerode animales muertos sobre el total.
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5. DISCUSION

Los mecanismosdefensivos del huésped contra las infeccig
nes virales están basados en un conjunto de factores especificos

e inespecificos.

El poder comprender estos mecanismos,depende por un lado

del conocimiento preciso de las propiedades biológicas de cada

virus en particular y por otro,de los tipos de respuesta inmune

que se ponen en marcha como consecuencia de la entrada del micro

organismo.

Sólo cuando los parámetros básicos sobre la inmunobiologia

de un virus en particular son adecuadamente conocidos,es que pue

den comenzar a comprenderse globalmente los mecanismos que condu
cen a una enfermedad viral determinada.

En las infecciones virales agudas,un desequilibrio entre
la replicación Viral y la respuesta inmunedel huésped da origen

ya sea,a la eliminación del virus del organismo,generalmente con

inmunidadresidual,o bien a lesiones celulares que conducen a la

enfermedad.Eneste último caso,la injuria tisular se produce por

la interacción del virus o alguno de sus antígenos con la res

puesta inmune generada en el huésped.

Un virus,por ser un complejo de antígenos macrouolamflares,

es capaz de inducir en el huésped una gran variedad de respuestas



-]A7 

inmunes,dependiendode la naturaleza estructural de cada antígeno

y de la forma en que éste es presentado al sistema inmunológico

del huésped.

Por otra parte,además de estimular respuestas humorales o

celulares,algunas de las células del macroorganismoque el virus

infecta,pueden formar parte del sistema inmune.Comoresultado de

ello la infección producirá eventualmente una alteración en la

respuesta inmunológica que puede expresarse comoaumento o falla,

dependiendo de la funcionalidad y del estadio de la célula comprg
metida.Comoconsecuencia,se interferirá,ya sea la formación de

anticuerpos,o bien los mecanismosefectores celulares.

Comodijimos,los virus contienen gran cantidad de proteí

us untigénicas cn la cápside y envoltura.

En las infecciones naturales la cantidad de virus que in

vade al organismo es muy pequeña y por lo tanto,si el huésped es

poco susceptible a la infección puede que no se genere respuesta

inmuneo,a lo sumo,se detecte solamente una transitoria produc

ción de IgM,respuesta que en general no se asocia con el estable
cimiento de memoria inmunológica.

Sin embargo,cuando el huésped es susceptible,la masa anti

génica se incrementa debido a la replicación viral,y durante es

te proceso se sintetizan anticuerpos contra antígenos se superfi
cie,internos y contra proteínas no estructurales del virión.
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Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas internas y
no estructurales,carecen de importancia en la neutralización o

limpieza del virus o para conferir protección contra una reinfeg

ción,sin embargo,sonútiles en la identificación y en el diagnós
tico de la infección viral.

El mecanismode neutralización es generalmente el encarga

do de limitar la diseminación,fundamentalmente en aquellas infeg
ciones en las que el virus es liberado al espacio extracelular

por lisis de la célula huésped (111) (112) (113) (114).

En el caso de los virus que no son citolïticos "per se",

sino que son liberados de las células infectadas por un proceso

de brotación,el mecanismopor el cual los anticuerpos limitan la

diseminación viral es más complejo.Los anticuerpos se fijan a los

antígenos virales presentes en la superficie de las células infeg
tadas y provocan su destrucción con mediación del complemento

(115) (116).

Surge de lo anterior que,en el caso en que la diseminación

viral se realiza por los líquidos extracelulares y por la sangre,
la prevención de la diseminación depende fundamentalmente de los

anticuerpos neutralizantes,en tanto que el control de la prOpaga
ción intercelular,depende,en general,de mecanismosligados a la

inmunidad celular.Estos mecanismosestán mediados por células

linfoides de la serie T sensibilizadas contra alguno de los anti
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genos virales.
Dichas células pueden ser funcionalmente linfocitos cito

tóxicos (Tc) que al reaccionar con el antígeno viral presente en

la membranade la célula provocan su destrucción con la consnmnen

te liberación de virus intracelular infeccioso,el que luego es
neutralizado en presencia de anticuerpos circulantes.Es de hacer

notar que en el caso de infecciones producidas por virus no cito

liticos este mecanismode limpieza viral produce el daño de célu
las que no hubieran sido dañadas por la infección (117).

Otra subpoblación de células que pueden sensibilizarse al

Virus (THR)ejerce su acción,no comolas anteriores por contacto

directo con las célula-portadora del antígeno,sino por la elimi

nación de linfoquinas lo que conduce a una típica reacción de

hipersensibilidad retardada,tendiente a limitar la infección.

Comoen el caso anterior,este mecanismo,primitivamente pql
tector,puede conducir a severas patologías,dependiendo del órga

no en el que la reacción se produce,de la intensidad de la repli
cación viral y por lo tanto,del númerode células afectadas por

la infección que se comportan como células blanco (118) (119)

(120) (121).

Si bien los componente de la respuesta inmune pueden ser

estudiados independientemente "in vitro",lo más probable es que

"in vivo" se produzcan simultáneamente varias o todas estas res
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puestas lo que hace más complejo y,sin duda,más interesante su

estudio.Además,es conocido que,según el sistema,uno de los com

partimientos de la respuesta puede predominar y ser más importan

te que otro,dándole a cada infección viral en un huésped dado ca
racterísticas particulares (122) (123) (124) (125).

El método más empleado para determinar el real compromiso

de cada componente inmunológico,ya sea en la resistencia o en la

patología,es el de la supresión selectiva de las respuestas del

huésped seguida de reconstitución.

Existen técnicas inmunosupresoras muy empleadas que compro

meten la totalidad de la respuesta inmunológica comopor ejemplo,

la timectomïa (126) ,irradiación (127) ,bursectomïa (128) y el

uso de animales genéticamente deficientes (129).
La administración de cantidades definidas de ciertos inmu

nosupresores,tales comola Cy,en momentosprecisos,antes o después

de la estimulación antigénica,al alterar componentesdefinidos de
la respuesta inmune,permite disecar el papel de cada una de las

poblaciones celulares involucradas (130) (131) (132).

Conocido,entonces,el papel de cada tipo celular en la re

sistencia o injuria,la reconstitución celular o humoralpor trans
ferencia pasiva confirma la responsabilidad del sistema inmuneen

la protección o en la patología.

Teniendo en cuenta la complejidad de las diferentes varia
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bles descriptas,es sin duda razonable analizar con profundidad g
na infección viral dada y la respuesta inmuneque ella genera.

Para estudiar los mecanismos inmunopatológicos y los fac

tores que intervienen en la resistencia a una infección viral,en
esta Tesis se eligió el modelo experimental ratón adulto-VJ.

Comoya fue descripto en la Introducción,el VJ pertenece

al género Arenavirus cuyo prototipo,el de la Coriomeneingitis

linfocitaria (LCM)y la infección que produce en el ratón,es el

ejemplo clásico de enfermedad inmunopatológica inducida por vnms.

Numerososestudios (133) (134) sobre patogenia de las in

fecciones virales del SNCseñalan que la susceptibilidad del huég
ped disminuye con el aumento de la edad.Sin embargo,la inocula

ción ic del ratón adulto con el virus de LCMproduce una enfer

medad letal a los 6-7 días pi (135) (136) ,mientras que la ino

culación del ratón por la mismavía dentro de las 24 hs del na

cimiento,no provoca enfermedad,sino que da comoresultado un es

tado de infección persistente (137).

La explicación más aceptada de esa diferencia de comporta

miento entre el ratón neonato y el adulto es que el Virus,además

de no ser citopático,es incapaz de estimular la respuesta inmune

del ratón recién nacido debido a su relativa inmadurez inmunológi
ca (138).En el ratón adulto,inmunológicamente competente en cam

bio,el virus LCMestimula una pronta y efectiva respuesta inmung
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lógica que da como resultado una patología del SNCbasada en u

na coriomeningitis letal sin evidencia de destrucción neuronal
(12) (138).

Numerosas observaciones (139) (140) realizadas por una se

rie de investigadores han establecido que las descripciones ante
riores sobre los mecanismos patogénicos de la infección por LCM,

son básicamente correctas.En particular,el modelo de inmunosuprg

sión con Cy proveyó una técnica muyútil para estudiar la dinámi

ca de la relación entre la replicación viral y la respuesta inmu

ne (141).Experimentos de transferencia pasiva en este modelo per

mitieron establecer que la enfermedad letal inducida por el vi

rus de LCMestá mediada por linfocitos T (141) (142).

Un panoramatotalmente diferente se presenta en la infec

ción del ratón con VJ que,a su vez,es coincidente con lo que su

cede,entre otros,con el virus Sindbis (143) y con el de la Esto
matitis Vesicular (144).

En este caso,como ya fue señalado,el ratón lactante es al
tamente sensible a la infección,mientras que el adulto es resis

tente al virus por cualquiera de las vias empleadas (72).

Una serie de trabajos experiemntales utilizando ratones
timectomizados dentro de las 24 hs de vida (80) (81),o ratones

tratados con suero antitimocito (76) (78) (79) o con Cy (115) ,

descartaron el efecto citopático directo del VJ comomecanismo
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de producción de enfermedad,y establecieron que la muerte del ra

tón lactante era debida a un fenómeno inmunológico bajo dependen
cia timica.

Sin embargo,e1 papel de la respuesta inmune en la resis

tencia del ratón adulto a la infección con VJ ha sido poco estu

diado.Este punto constituyó,por lo tanto,el objetivo central de
esta Tesis.

El primer paso fue el de analizar los parámetros básicos

de la infección del ratón adulto inoculado por vía ic con VJ.

En base a los estudios presentados aquï,pudo determinarse

que la inoculación de lO3 DL50de virus en el SNCva seguida de
una muybaja replicación viral en el órgano de inoculación.La

recuperación de virus a partir de las muestras de cerbro en to

dos los tiempos estudiados,fue negativa con las técnicas conven
cionales de titulación y fue sólo posible detectarlo utilizando
una técnica más sensible comoes la del co-cultivo en células

Vero.
Comosurge del análisis de los datos presentados,el virus

es liberado a sangre a partir del cerdmn produciendo una fugaz

viremia,entre los dias 2 y 4 pi,y una pasajera infección y repli
cación en células esplénicas los dias 3 y 4 pi.En las muestras

co-cultivadas,la inmunomarcacióncon peroxidasa permitió la de

tección del antígeno viral,siendo este hallazgo confirmado tam
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bién por el aislamiento viral.

Estos resultados indican que sólo un pequeño número de cg

lulas alberga el virus,lo que parecería sugerir que alguna res
tricción impediria la replicación viral en el ratón adulto.Esto
difiere totalmente de lo que sucede en el lactante infectado
(72) (73).

Simultáneamentecon la desaparición del virus de los ór

ganos es posible detectar los picos máximosde respuesta inmune

mediada por células.Asï,los linfocitos Tc aparecen en el bazo

tempranamente en el curso de la infección viral (a los 2 dias

pi) y alcanzan su pico máximo expresado como IC del 70% a los

6 dias pi y la reacción de HR,valorada por el "swelling test"

fue del 24%,tambiénal 6° dia de la infección.

En lo que se refiere a la aparición temprana de células

Tc, se han descripto resultados similares en otras infecciones

virales.Walker y col. (146) utilizando virus Pichindé,miembro

también de los Arenavirus,demostró que luego de la inoculación

ev del virus a ratones adultos de diferentes cepas,se generan cg
lulas Tc también a partir del 5° dia pi (IC = 15%) con un pico

de actividad máximaentre los días 6-7 pi (IC = 60%).Trabajos

realizados con el virus influenza (147) (148) (149) (150),pusie
ron también de manifiesto la existencia de células Tc virus-es

cificas en el bazo de ratones que habian sido infectados por via
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intranasal o ev y a semejanza de lo descripto con VJ,en este ca
so el pico de actividad máximase detectó alrededor del día 6 pi.

En lo que se refiere a la cinética de las respuestas inmu

nes,los datos presentados en este trabajo mostraron que en el ra
tón adulto infectado la respuesta inmunecelular precedió a la

humoral,ya que recién al 8° dia pi,pudo detecterse IgMcon acti

vidad fijadora de complementoen titulos 1/32,e IgG con capacidad

neutralizante en títulos de 1/10.Esta última aumentóprogresiva
mente de nivel hasta un máximode 1/160 en el dia 20,en tanto que

la IgMse mantuvoen títulos constantes hasta la muestra final.

Entre los 12 y los 20 dias pi pudo ponerse en evidencia

en suero IgGcon actividad fluorescente,la que se hizo indectec

table a partir del día 25 pi.

En las distintas experiencias,un promedio general del 8%

de todos los'ratones inoculados por vía ic con VJ,murieron entre

los 14 y 17 días pi.Ninguno de los animales,ni aún los que murig

ron presentaron signos clínicos de enfermedad.

Los estudios de anatomía patológica realizados por micros

copia óptica con las técnicas habituales,revelaron que los ratg
nes adultos infectados ic presentaron,a nivel del SNC,discreta

vasodilatación y una leve inflamación meningea en muestras toma

das a los 14 dias pi.

Por último,para completar el estudio de las característi
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cas del ratón infectado ic con VJ,se diseñaron una serie de expg

riencias para valorar si la infección viral alteraba la respues
ta inmunegenerada hacia antígenos no relacionados.

Noes frecuente que las infecciones virales produzcan de

presión de la respuesta inmunológica.Un efecto de este tipo ha

sido descripto fundamentalmente en el caso de virus tumorales

(151) (152) (153) (154),sin embargo,también se han observado e

fectos similares en las infecciones con virus no oncogénicos

(155) (156) (157) y,en el caso particular del VJ,en el modelo c9

bayo (110).

Se diseñaron entonces experiencias tendientes a valorar la

influencia de la infección sobre la respuesta de anticuerpos (CFA)

y la mediada por células (HR).Los resultados muestran que en nues

tro modelo,los valores de CFAy HRobtenidos en animales inmuniza

dos con GRCe infectados ya sea 1 ó 5 dias después de la estimula

ción antigénica fueron similares a los de sus respectivos contro

les sin infectar.Las variaciones observadas en los valores absolu
tos puedenconsiderarse dentro de las aceptables para las técnicas

empleadas.Esto parece indicar que,a diferencia de lo que sucede

en el cobayo,la infección del ratón adulto con VJ no altera su

respuesta inmunehacia antígenos no relacionados.

Unavez establecidos los parámetros básicos de la infecci

ón,se diseñaron experiencias para tratar de determinar la partici
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pación de la respuesta inmuneen la susceptibilidad o resistencia
al virus.

La resistencia de un animal a la infección experiemntal

por un virus determinado ha sido atribuida a una serie de facto

res inherentes ya sea al virus o al huésped.

Unode los ejemplos mejor estudiados en lo que se refiere

a la resistencia ligada a la edad,es el de la infección del ratón
con el virus de la Estomatitis Vesicular.En este caso,solamente

ratones de corta edad,inoculados por via ic o intranasal,desarr9
llan una encefalitis fatal,mientras que el ratón adulto infectado

por la mismavia y con la mismadosis es resistente (144).

Se han postulado una serie de causas para explicar esta re
sistencia.Una de ellas es la rápida aparición en el curso de la

replicación viral de gran cantidad de particulas defectivas inter
ferentes,otra,la producción de mutantes termosensibles incapaces
de multiplicarse a la temperatura corporal,el desarrollo de in
fecciones persistentes inaparentes o bien la precoz inactivación
del virus por mecanismosespecíficos defensivos del huésped (158)

(159) (160) (161) (162).

La infección del ratón por Rotavirus es otro de los ejem

plos de susceptibilidad solamentede los animales lactantes,atri
buïda en este caso,a la maduraciónde las células epiteliales del
intestino que se produce con el aumento de la edad lleva apareja
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da la consiguiente pérdida de los receptores especificos para el

virus y por lo tanto la incapacidad de replicación (163) (164)

(165).

Cuandola respuesta inmune es la responsable de la patolg

gía que se desarrolla comoconsecuencia de la infección,la expli
cación más empleada de la baja susceptibilidad de los animales

recién nacidos,es que la inmadurez inmunológica de estos anima

les los hace incapaces de montar la respuesta inmuneresponsable

de la enfermedad y muerte.Esta supuesta inmadurez inmune es uno

de los factores invocados para explicar la poca sensibilidad del
ratón al virus de la LCM.

Del análisis global de los resultados presentados sobre

las caracteristicas que presenta la infección del ratón adulto

con VJ,apesar de la baja mortalidad,creemos que pueden descartar

se aquellos mecanismosque presuponen falta de infectividad ya

que,como lo demuestra la presencia de virus en órganos y la con

comitante respuesta inmune,hay que aceptar que el virus se ha mul

tiplicado a un nivel por lo menossuficiente para estimular el

aparato inmunocompetente.Loque si se hace evidente,es que este

modelo experimental difiere en su comportamiento de otros Arena
virus.

En base a estos hallazgos,resultó de interés determinar si

en el caso del VJ,los mecanismos inmunológicos defensivos que pu
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dieran generarse tenian participación en la resistencia del ratón
adulto a la infección.

Es conocido que el empleo de drOgas inmunosupresoras pro

vee una herramienta muyútil para valorar la intervención de los

mecanismosinmunes en las enfermedades infecciosas.De ellas,la

más estudiada ha sido la Cy que plantea,no obstante,problemas en

cuanto a dosis,ritmo y via de inoculación para obtener un efecto
determinado.

En los esquemasmás tradicionales,se utiliza esta droga

antes de la estimulación antigénica (166) (167) (168),lo que coin
cide con los trabajos de Berenbaum (19) que afirman que la Cy es

mucho más efectiva como agente inmunosupresor cuando se la admi

nistra previa al antígeno.Sin embargo,esto no se cumple para to

dos los modelos experimentales en los que se utilizan diferentes

agentes infecciosos comoantígeno (169) (132).

En nuestros estudios,en una primera etapa,se hizo necesa

rio hacer ensayos sobre la toxicidad de la droga utilizando di

versos ritmos y dosis de administración para obtener los resulta
dos deseados.

La Cy fue elegida como agente inmunosupresor ya que se c9

nocía su efecto sobre los linfocitos B y sobre poblaciones T su

presoras,ejerciendo por lo tanto una acción moduladorade la reí
puesta inmune.(25) (28) (29) (30).

Estudiando la toxicidad de la droga en el ratón adulto en
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tre 45/50 dias de vida,pudimos demostrar que administrada en dg

sis únicas desde 200 a 400 mg/kg de peso,presentó diferentes gra
dos de toxicidad (entre 19,2 y 85,0%).Sin embargo,fraccionando

los 200 mg/kg,en cuatro dosis de 50 mg/kg de peso separadas cada

una por 2 días de intervalo,se eliminó totalmente la toxicidad.

En consecuencia,los experiemntos en ratón adulto infectado se

prosiguieron utilizando dosis únicas no tóxicas de 50,100 ó 200

mg/kg de peso,o bien con dosis fraccionadas.
Los estudios sobre el curso de la infección viral se ini

ciaron determinañi3el efecto de la inmunosupresión ,valorándose

la mortalidad obtenida en los ratones infectados e inmunosuprimi
dos con sus controles sin tratamiento.

El análisis de los resultados obtenidos mostró que la Cy

en dosis únicas es capaz de alterar la resistencia del ratón a
dulto cuando es administrada a los 4 días pi,es decir,en momentos

precisos después de la infección.Este efecto fue dosis dependien
te,ya que con 200 mg/kg se alcanzó una mortalidad del 85,0%,con

100 mg/kg 70.0% y con 50 mg/kg solamente 11,1% de morüflidad;

(Tabla VIII).

También se demostró que al fraccionar la dosis de 200 mg,

administrándola en 2 dosis de 100 mg cada una los días -l y +1

o bien,en cuatro dosis de 50 mg cada una los dias -1,+1,+4 y +6,

siendo 0 el dia de la infección,se obtenía 63,6% y 96,5%de morta

lidad respectivamente (Tabla X).Estos resultados demostraron que
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el máximoefecto de la droga sobre la resistencia del ratón se

consiguió cuando el inmunosupresor fue administrado durante un

periodo prolongado y en momentosprecisos con respecto a la esti
mulación antigénica,en este caso,la infección con VJ.

Dado lo novedoso del esquema empleado,se planteó la necg

sidad de conocer el efecto que este particular ritmo de inmunosu
presión ejercía sobre la totalidad de la respuesta inmune,que

justificase la reversión de la resistencia del ratón al virus.
Se eligió para relizar este estudio los GRCpor ser un

antígeno no replicante capaz de producir una buena respuesta ig
mune tanto humoral comocelular y susceptibles ambas de ser cuan

tificadas con precisión.
Los resultados obtenidos demostraron el marcado efecto

inmunosupresor del esquema empleado sobre el número de células

esplénicas formadoras de anticuerpos,las que,de un valor normal

de 5.151 i 853 CFA/107células esplénicas,descendió sostenidamen
te a lo largo de la administración de las cuatro dosis de droga,

con valores de 1.878 i 179 con la primera dosis,l.203 i153 con la

segunda,64 i 13 con la tercera,hasta llegar a menos de 10 CFA/107
células esplénicas con la cuarta dosis de droga.Este último valor

es en un todo semejante al obtenido como basal en el bazo de ra

tones sin estimulación antigénica con GRC.

Estos hallazgos demostraron que la presencia de concentra



- 162 

ciones relativamente constantes de Cydurante el curso de la res

puesta inmuneson altamente efectivas para influenciar el desarrg
llo de las CFA.

Por el contrario,el efecto de la Cy sobre la inmunidad me

diada por células fue variable según el momentode su administra

ción ya que,si bien se registró un sostenido aumentode la reac

ción de HR,medidacomo "swelling" luego de las tres primeras do

sis de Cy,es decir,hasta el dia +4 de la estimulación,cuando se

aplicó la cuarta dosis en el dia +6,se observó un brusco descenso

en los valores de HRsugiriendo que la Cy abolió la funcionalidad

del linfocito efector de la reacción.Asï,el valor de 1,10 ¿0,28%
que presentaban los animales controles inoculados con 108 GRC,

se transformó en 21,35 i 3,25% luego de la inoculación de las tres
primeras dosis de Cy.Comoresultado de la cuarta dosis de droga

en el dia +6,el valor descendió a 7,96 i 1,26%.

Tomandoen conjunto el efecto global del esquema inmunosu

presor empleado,puede afirmarse que la respuesta mediada por anti

cuerpos es prácticamente eliminada,en tanto que la inmunidad celu

lar se ve potenciada en la etapa temprana de la respuesta para

luego ser parcialmente suprimida con la última inoculación de drg
ga el dia +6,después de la estimulación antigénica.

Esto demuestra que en lo que se refiere a la HRel momento

de inoculación de Cy con respecto al antígeno es critico para 02
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tener una determinada modificación de la respuesta inmune,ya que

según surge de la Tabla XIII,la administración tardía de una uni
ca dosis de droga (50 ó 200 mg/kg) en el dia +6,da como resulta

do una marcada disminución de la respuesta celular,es decir que

la caída de la HRen el esquema fraccionado -1,+1,+4 y +6 se de

be esencialmente a la última inoculación en el dia +6 y no a un

efecto acumulativo de la droga.

La primera,y probablemente la segunda inoculación de Cy

(-l y +1) parecerian actuar sobre la precursora de las T supresg
ras y sobre las T supresoras antígeno activadas.Esta cantidad de

droga no parece llegar a afectar otros tipos celulares,como los

linfocitos T responsables de la HR,desde el momentoque se apre
cia un moderado aumento de la reacción.

Esta suposición queda avalada por los hallazgos de otros

autores que,en experiencias administrando bajas dosis de Cy

(20 mg/kg) el dia -1 ó -2,observaron un significativo aumento de

los niveles de HRcon respecto a los grupos controles (30) (170).

La tercera inoculación de 50 mg/kg de Cy en el día +4 pro

dujo un importante incremento en los niveles de HR,probablemente

por acción sobre otra subpoblación de linfocitos T también supre
sores de la reacción de HR.Aeste respecto,Mackanes y col (27)

sugirieron que alrededor del 4° día de la sensibilización se ag
tiva un mecanismosupresor,cuya existencia demostró mediante ex
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perimentosde transferencia celular.

En nuestro esquemade dosis fraccionadas,cuando se adminis
tra la cuarta dosis de Cy en el día +6,los niveles de HRdisminu

yen marcadamente.Esta caida abrupta de la reacción,podria deberse

a que el esquema empleado de Cy no sólo afecta la subpoblación de

linfocitos T supresores,sino también a la subpoblación de linfoci
tos T efectores de la HR.

Los datos anteriores complementanel análisis de la acción

producida sobre la respuesta inmune por el particular esquemade

Cy empleado,el que en nuestras manos produjo una mortalidad del
ratón adulto infectado con VJ de alrededor del 100%.

Podia suponerse que el mecanismo de la Cy sobre la respues

ta inmunegenerada por la infección viral debia ser similar al des
cripto empleandoGRC.Elestudio de los anticuerpos antivirus con

firmó lo anterior,ya que los Ac Nt fueron detectados ,en bajos ni
veles,recien a los 9 dias después de concluido el tratamiento in
munosupresor,esdecir,tardiamente con respecto a los controles.

Este hecho puede correlacionarse directamente con la llamativa pre
sencia de virus,normalmente indectectable,en el camiro de lOs ra

tones adultos.Es decir,que los animales tratados con Cy al no de
sarrollar anticuerpos neutralizantes,carecian de la capacidad de
limitar la multiplicación viral.

Comosurge de los datos presentados en la Tablas XIV,XVy
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XVI,trabajando con el modelo ratón adulto inmunosuprimido,donde la

síntesis de anticuerpos se encuentra inhibida,la transferencia pa
siva de anticuerpos especificos resultó exitosa.La mortalidad,fue

significativamente disminuida dependiendo,en gran parte,de la can
tidad de anticuerpos transferidos.

Comopudo ser demostrado en los experimentos de transferen

cia pasiva,los anticuerpos neutralizantes fueron incapaces de eli
minar virus del cerebro,si bien tuvieron marcadoefecto protector.

Estos hallazgos parecerïan señalar que,la mortalidad obser
vada en el ratón infectado luego de la administración de Cy,no es

consecuencia directa de la activa multiplicación de virus en cerg
bro y por otro lado que si bien la presencia de anticuerpos es

de fundamental importancia en la resistencia a la infección,el me
canismo de esta protección no está relacionado con la inhibición

de la multiplicación viral.
El efecto protector de los anticuerpos,sin una necesaria

"limpieza viral“ no es un hecho sorprendente,ya que se conocen

experiencias previas con VJ en las cuales la detección de altos

títulos de virus en SNCno va acompañadade signos clinicos de en
fermedado de mortalidad(l7l).

El papel de la respuesta inmuneen el establecimiento y/o

recuperación de las infecciones virales es sin duda controvertido.

Tanto la inmunidad celular comola humoral parecerïan ser necesa

rias en el período de recuperación,pero la real participación de



- 166 

cada una de ellas no está del todo establecido (123) (124) (125)

(172).

En el caso de la infección con virus Influenza,algunos au
tores sostienen que los anticuerpos son necesarios para la recu

peración de la afección pulmonar de ratones infectados (173)

(174),mientras que para otros la inmunidad humoral no parecería

ser transcendente (175).Sin embargo,existe gran concordancia en

afirmar que los linfocitos T juegan el papel más importante en la

recuperación de las infecciones pulmonares producidas en esta en
fermedad (150) (176) (177).

En el caso del virus Junín se ha podido determinar en tra

bajos anteriores que,tanto la inmunidadpasiva natural conferida

por la transmisión de anticuerpos de la madre a las crias por via

trasplacentaria o por leche,o bien inmunidadpasiva artificial,

mediante la administración de suero homólogohiperinmune a lactan

tes infectados,produce un acentuado descenso de la mortalidad fi
nal y un marcado retardo en el tiempo de sobrevida.Es asi como,

con la transferencia pasiva natural de anticuerpos se logró una
sobrevida del 70%de los ratones lactantes infectados,mientras

que con suero inmune homólogo la sobrevida fue del 25%-(86)

En el modelo rata,también la administración de inmunesuero
especifico en animales de 10 dias de edad infectados con VJXJCL3,

produjo una disminución de la mortalidad,retraso en el día promg
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dio de muerte y disminución en la replicación de virus en cerebro

(178).

Cuandose analizan los datos obtenidos referidos a la par

ticipación de la inmunidadcelular en la infección ic del ratón a
dulto con VJ,los estudios de transferencia pasiva demostraron que,

a diferencia de lo descripto para los anticuerpos,la transferen
cia de células esplénicas provenientes de animales sensibilizados

al virus fue incapaz de revertir el efecto que el tratamiento in
munosupresor con Cy producía sobre el curso de la infección viral,

ya que solamente se obtuvo un 20%de protección con la transfieren

cia de 80 x 106 células esplénicas provenientes de dadores inocu
lados con Virus.

La transitoria disminución del título de virus observada en

el dia 14 pi en los animales transferidos pasivamente con células

esplénicas,podria ser atribuido a la presencia en el bazo de lin
focitos T citotóxicos.

Conrespecto a este problema,estudios realizados porlflandan

demostraron 1a capacidad de las células inmunesde reducir el crg
cimiento viral en higado y bazo de ratones infectados con virus de

Ectromelia.Más aún,est0s resultados sugirieron la necesidad de una

estrecha cooperación entre linfocitos T inmunes y macrófagos para

lograr la recuperación de la infección viral (179) (180).

En apoyo a estas experiencias,observaciones realizadas en
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pacientes con deficiencias parciales del sistema inmunológico,indi
caron que en aquéllos que presentaban defectos en la inmunidad

timo-dependiente,pero con niveles normales de inmunoglobulinas,se

registraban aumentos significativos en la morbimortalidad produci
da por infecciones virales (181).

Yap y col (150) trabajando con virus de Influenza,demostra
ron que la transferencia pasiva de células esplénicas inmunesa

ratones inoculados intranasalmente con una dosis letal de virus,

provocabauna reducción significativa de los niveles de virus in
feccioso en pulmón y una marcada disminución en el porcentaje de

mortalidad de los animales.Estos autores demostraron que las celu
las transferidas encargadas de la limpieza viral pertenecían a la

población de linfocitos T y que la protección conferida por la

transferencia era debida,en parte,a la subpoblaciónde linfocitos
Tc.Aquï también,como en nuestro caso,1a respuesta inmunecelular

representada por los Tc,se pone en marcha antes de detectarse ni
veles significativos de anticuerpos especificos.

El conjunto de los datos presentados en esta Tesis proveen

los elementos necesarios para poder delinear básicamente las carag
terïsticas de la infección del ratón adulto con VJ e interpretar
algunos de los mecanismosque intervienen en su resistencia al
virus.

El ratón adulto infectado con VJ desarrolla un fenómenode
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HRque valorado por el método de "swelling test" los valores flug

tuaron entre 18,33 i 6,84 y 34,43 i 4,09,lo que indica un incre
mento del 50 y 70%con respecto a los controles {Tabla II).

El animal infectado sin tratamiento inmunosupresor no mani

fiesta severas lesiones histológicas a nivel del SNC,porcarecer

del númerosuficiente de células "blanco",es decir portadoras del

antígeno viral.
Cuando se le administra Cy con el esquema fraccionado em

pleado a lo largo de esta Tesis,por un lado,se exacerba la inmuni
dad celular,como lo demuestran los experimentos con GRC,ypor otro

se logra una intensa replicación viral en el cerebro la que pro

vee a los linfocitos sensibilizados de un gran númerode células

"blanco".De esta forma se establecen las condiciones óptimas pa

ra que la respuesta inmune produzca las lesiones del SNCque con
ducen al 96,5%de mortalidad de los animales.

En base a los resultados obtenidos en los ensayos de inmu

nosupresión puede afirmarse,que en este modelo,los mecanismosde

inmunidad mediada por células son esencialmente productores de pg

tologia más que protectores.

Esto quedó evidenciado por los ensayos de transferencia ce

lular que no confirieron ninguna protección y por el hecho de que

cuando se dan las condiciones necesarias para que la reacción se

exprese,es decir en nuestro caso la presencia de células "blanco?,

se registraron en el SNClesiones histológicamente compatibles con
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una reacción de HRque condujeron a la muerte de los animales.

En este contexto,la protección que confirieron los anticuer
pos especificos podria ser explicada por un fenómenosimilar al

denominado“enhancement“o de facilitación descripto en inmunidad

tumoral (182).Esdecir,los anticuerpos,al unirse al antígeno viral

en la superficie de las células infectads,interferir1an con la ag
ción de los linfocitos sensibilizados evitando de esta forma la

consiguiente patología.



6. CONCLUSIONES

El trabajo experimental realizado a lo lo largo de esta
Tesis ha contribuido a determinar las caracteristicas básicas

de la infección por VJ en el modelo ratón adulto,centrando la

atención fundamentalmente en los aspectos virológicos e inmuno

lógicos para tratar de esclarecer los factores que contribuyen
a la resistencia.

Los resultados obtenidos demuestran que en el ratón adul

to infectado ic con 103 DL50de VJ:
l) La replicación viral es escasa ya que fue posible recuperar

virus de cerebro,bazo y sangre solamente empleando técnicas de

co-cultivo y durante corto periodo.

2) Sin embargola multiplicación viral fue suficiente para desea
cadenar una amplia gama de respuesta inmune.

3) La respuesta inmunológica de base celular mediada por linfoci
tos citotóxicos precedió a la humoral ya que fue posible detectar

células Tc en bazo a los 2 dias pi con un pico de actividad máx;

ma a los 6 dias pi.

4) El ratón adulto infectado desarrolló un fenómenode HRhacia

el virus valorado por la técnica de "swelling test" con valores
altamente significativos con respecto a los controles a partir
del dia 6 pi, siempre que el antígeno viral sea reconocido en el
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contexto de antígeno de histocompatibilidad.

5) En lo que se refiere a la respuesta humoral,los Ac Nt y

Ac Fc fueron detectados a partir de los 8 dias de la infección,

alcanzando un pico entre los 12-20 dias pi.Los Ac Fl se mantu

vieron entre los 12 a 25 dias pi,con una declinación de la sin
tesis de anticuerpos cinco dias más tarde.

Por separación en columna de Sephadex,pudo ser demostra

do que los Ac Nt y Ac Fl predominan en la fracción IgG mientras

que los Ac Fc en la IgM.

6) Los estudios histológicos del cerebro pusieron en evidencia

un discreto proceso inflamatorio a nivel meningeo,sin detección
de lesiones necróticas o hemorrágicas.

La inmunosupresión con Cy proveyó de una herramienta muy

útil para valorar la intervención de los mecanismos inmunes en
la resistencia a la infección.

Los estudios revelaron que la administración de droga,

cuatro dosis de 50 mg/kg de peso de Cy los días -l +l +4 +6

considerando dia 0 el de la infección viral,fue capaz de rever
tir la resistencia del ratón adulto a la inoculación viral.

Los estudios realizados en el animal inmunosuprimidode
mostraron:

l) El establecimiento de una importante replicación viral en el
sitio de inoculación,es decir,cerebro.
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2) Unmarcado retraso en el momentode aparición de los anti

cuerpos neutralizantes.
3) La producción de severas lesiones a nivel cerebral.

4) Los estudios inmunoenzimáticos permitieron la detección de

antígeno viral localizado en neuronas aisladas y/o piramidales

del hipocampo.

En el modelo ratón adulto infectado e inmunosuprimido,

se realizaron ensayos de reconstitución destinados a determinar,

la influencia que tenia la inmunidad humoral y celular sobre el

curso de la infección,mediante la transferencia pasiva de anti
cuerpos y de células esplénicas inmunesrespectivamente.

Los resultados obtenidos demOStraron que:

l) Los anticuerpos fueron más eficaces en proteger a los anima

les inmunosuprimidos (70% de sobrevida) que las células inmunes

(20%de sobrevida).

2) En amboscasos,la protección no estuvo ligada a la elimina
ción del virus.

Se concluye que la infección del ratón adulto con VJ va

acompañadade una franca respuesta inmuneespecifica,tanto celu
lar comohumoral. La disminución de la resistencia mediante la

administración de Cy estuvo ligada a la aparición de lesiones a

nivel cerebral y a marcado descenso de la respuesta humoral.La
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resistencia puede ser parcialmente restablecida mediante la

transferencia pasiva de anticuerpos y de células inmunes,lo que

evidencia la participación de ambosmecanismos inmunes en la re
sistencia del ratón adulto a la infección con VJ.
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