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. FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA.

La Fiebre Hemorrigica Argentina (FHA) es una enfermedad infeccio
sa endemoepidémica de etiologia viral y circunscripta a la regién cen-
tral de la Rep(blica Argentina. El cuadro clinico se caracteriza por
un sindrome febril con alteraciones hematoldgicas, cardiovasculares,
digestivas, renales y neuroldégicas. La severidad de la infeccidn pre-
senta una amplia variacidn: la mayoria de los pacientes se recuperan
pero, en algunos casos, la enfermedad sigue un curso fatal.

La primera descripcién de la FHA como una nueva entidad clinica
se hizo en 1955 como resultado de las observaciones realizadas en la
interpretacidén de los datos de las epidemias de los afios 1953 y 1954
(Arribalzaga, 1955). La etiologia viral de esta enfermedad fué estable
cida durante el brote epidémico de 1955 en forma independiente por dos
grupos de investigadores dirigidos por Parodi (1958) 9 por Pirosky
(1959 a), los cuales aislaron el virus a partir de sangre y érganos de
pacientes internados en el Hospital Regional de la ciudad de Junin,
nombre con el que se designd posteriormente al agente causal.

El aislamiento del virus Junin (VJ) fué posible luego del hallaz
go de animales sensibles para su propagacién,la demostracidn de la pre
sencia de anticuerpos especificos contra el virus aislado en los sueros
de individuos convalescientes y la inoculacidn experimental a volunta-
rios humanos (Pirosky y col., 1959 b; Rugiero y col., 1959). De esta
forma se reprodujeron los cuadros clinico y hemorrigico de la enfer-
medad natural, con recuperacién del agente etiolégico a partir de san
gre y Srganos de animales infectados.

La ubicacién del VJ dentro de las familias de virus permanecid



incierta aunque debido a un trabajo reportado sobre la presencia de
virus en un artrépodo (Parodi y col., 1959) se lo incluyd temporaria
mente con los arbovirus. Afios mas tarde, en 1963 se encontrd que el
virus Tacaribe, aislado de murciélagos, y el VJ cruzaban por Fijacidn
de Complemento (FC), por lo que ambos fueron incluidos entre los ar-
bovirus aunque no se pudo encontrar un artrdpodo vector para el virus
Tacaribe. Cuando el virus Machupo, agente causal de la Fiebre Hemorra
gica Boliviana fué aislado (Johnson y col., 1965), se comprobd que
estaba serolégicamente relacionado a los virus Junin y Tacaribe
(Mackenzie y col., 1965). Al conjunto de estos virus, y a los que se
aislaron en los afios siguientes con caracteristicas serolégicas simi-
lares, se los agrupd en el Complejo Tacaribe, nombre elegido por ser
éste el primer virus aislado del grupo (Johnson y col., 1973).

Al no encontrarse artrdpodos vectores que sirvieran de puente en
tre los roedores (reservorios naturales del grupo) y el hombre, los in
vestigadores iniciaron observaciones sobre otros aspectos bioldgicos
de estos virus. Llemd la atencidén la similitud en la infeccibn créni-

ca que el virus Machupo establecia en su huésped natural, el Calomys

callosus, y la descripta en el Mus musculus por el virus de la Corio-

meningitis Linfocitica (LM) (Johnson, 1967). El virus LCM no compar-
tia relaciones seroldgicas por FC con el Complejo Tacaribe.

En 1969 se aclararon estas relaciones. Murphy y col. (1969) ob-
servaron por microscopia electrdnica similitud en las particulas de
los virus LM, Machupo y Tacaribe, con caracteristicas semejantes a

las descriptas por Lascano y Berria (1969) para el virus Junin. A su
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vez Rowe y col. (1970 b) encontraron reaccién cruzada por inmunofluo-
rescencia indirecta entre sueros del grupo Tacaribe y antigeaos deal
virus LOM. Ambos aportes, morfoldgicos y seroldgicos, sumados a las
caracteristicas fisico-quimicas de estos virus descriptas hasta ese
momento, fueron la base para proponer y definir una nueva familia de
virus (Rowe y col., 1970 a). Asi fué que en el afio 1970 el Comité In
ternacional de Taxonomia de Virus instituyd la familia Arenaviridae
que incluye, hasta el presente, los virus que se muestran en el Cua-
dro 1.

Una caracteristica distintiva de esta familia es su morfologia.
Los viriones aparecen como particulas redondas, ovales o pleomdrficas

con un didmetro entre 60 y 350 nm (Murphy y Whitfield, 1975), con pro

- yecciones superficiales de 2 a 10 nm de longitud que sobresalen de una

envoltura. lipoprotéicay granulos internos de 20 nm de diametro, in-
distinguibles morfolégica y bioquimicamente de los r’bosomas celulares
( Murphy y col., 1970).

Otra propiedad de este grupo de virus es que todos sus integran-
tes estén relacicnados seroldgicamente en mayor o menor grado, depen-
diendo de la técnica y reactivos empleados. Con estos datos se han es-
tablecido dos grupos dentro de esta femilia: a) los llamados virus del
Viejo Mundo, que comprende al virus LM, disaminado geograficamente
en todo el mundo, y a los virus del Complejo Lassa, encontrados en Afri
ca y b) los virus del Nuevo Mundo o Complejo Tacaribe, aislados de dis
tintos lugaras del Continente Americano. Con excepcién del virus LM
los restantes arenavirus presentan una distribucién geografica limitada.

Los arenavirus patégenos para el hombre son: el VJ, el virus Ma-



Cusdro 1: Miembros de la Familia Arenaviridae.

VIRUS LOCALIDAD ANO REFERENCIA

Viejo Mundo.

Coriomeningitis Europa y América 1933 Armstrong and Lillie (1934)

Linfocitica.

Lassa Africa Occidental. 1970 Frame y col. (1970).

Mopeia Sur de Africa. 1977 Wulff y col. (1977).

Mobola Replblica de Africa 1980 Gonzalez y col. (1983).
Central.

Ruevo Mundo.

Tacaribe Trinidad. 1956 Downs y col. (1963).

Junin Argentina. 1957 Parodi y col.(1958).

Machupo Bolivia. 1962 Johnson y col.(1966).

Tamiami Florida, Estados 1963 Calisher y col. (1970).
Unidos.

Amapari Amapa, Brasil. 1964 Pinheiro y col. (1966)

Parané Paraguay. 1965 Webb y col. (1970).

Latino Rolivia. 1965 Webb y col. (1973).

Pichinde Colombia. 1970 Trapido y San Martin(1971)

Flexal Para, Brasil. 1975 Pinheiro y col. (1977)

+ Afio de aislamiento.
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chupo, agente de la Fiebre Hamorrigica Baliviana (Johnson y col.,1965)
que produce ura enfermedad clfnica semejante a la FHA, el virus Lassa
(Buckley y Cacals, 1970) aislado en Nigeria en 1969, agente de una se
vera enfermedad febril con alta tasa de mortalidad, y el virus LCM

que produce generalmente infecciones leves o inaparentes (Rivers y Scott,
1935).

El &rea endemoepidémica 'de la FHA es, en la actualidad, el noro-
ecste de la provincia de Buenos Aires, este de La Pampa y sur de las
provincias de Cérdoia y Santa Fé. Son aproximadamente 1.000.000 K
donde residen mas de 1.500.000 personas expuestas a esta enfermedad
(Weissenbacher y col., 1987).

El VJ tiene su reservorio natural en los cricétidos que habitan

en la zona endémica, principalmente las especies Calamys musculinus,

Calomys lauche y Akodon azarae.El virus establece en ellos una infec

cién persistente con viremia, viruria y replicacién en gléndulas sali
vales (Sabattini y col., 1977). La eliminacién de virus por orina y

saliva, comprobada natural y experimentalmente en Calamys wsculinus

(Martinez Peralia y.dol. , 1979 a; Martinez Peralta y col., 1979 b;
Lampuri y col., 1982), seria la causa de la contaminacién de los pastos
y del aire con los que estd en contacto el trabajedor rural. Los animg
les infectados al ser arrollados por los tractores producen aerosoles
cargados de particulas virales. ElL trabajo manual de la cosecha de maiz
y el alto grado de contaminacién del peén del campo, le han dado a esta
enfermedad el nombre de 'Mal de los rastrojos'", sindnimo de FHA.

Le via de entrada del VJ al ser humano seria entonces cuténeo-

mucosa, por escoriaciones de la piel o a través de las mucosas conjun
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tival, bucal y nasal. Estas vias fueron comprobadas en infecciones ac
cidentales de laboratorio (Weissenbacher y col., 1976; Weisseabecher

y col., 1978) vy por infecciones experimentales en animales (Samoilovich
y col., 1983).

La FHA no siempre cursa con una manifestacidn clinica evidente;
estudios clinico-serolégicos re: izados en Arcas endémicas demostraron
que el 30% de las muestras de suero cca indices de neutralizacién sig-
nificativos antiJunin correspondieron a individuos que no presentearon
ninguna manifestacién cliniza asuciada con la FHA (Weissenbacher y col.
1983).Una situacidn similar se encont:d eritre el perconal de los lebo-
ratorios de alto riesgo que emnplean este agente, el 207 de las muestras
con serologia positiva se asociaron a infecciones insparentes (Weissen-
bacher y col., 1980).

Entre las causas que podrian detemminer que algunas infecciones
cursen en forma inaparente y otras se manifiesten clinicamente se pue
den mencionar: el estado del huésped, la via de infeccién,la cantidad

de virus que ha penetrado y la virulencia del mismo.

. CARACTERISTICAS DEL VIRUS JUNIN.

El genoma del virus Junin estd constituido por &cido ribonuclei
co,lo que se determind en forma indirecta al hacer multiplicar al mis
mo en presericia de deoxiuridinas halogenadas o arabindcido de citocing,
drogas qua inhiben la sintesis de ADN (Coto y Vombergar, 1969). Este
dcido nucleico fué completamente degradado por ribonucleasas lo que

indic6é su estructura de cadena simple (Rawls y Buchmeier, 1975).Por

electroforesis en geles de poliacrilamida del ARN aislado de virus pu
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ro se encontraron cuatro especies moleculares predominantes con coefi
cientes de sedimentacién de: 33, 28, 25 y 18 S (Afion y col., 1976).Me
diante el estudio de la accidn de inhibidores metabdlicos se demostrd
que los ARN de 28 y 18 S son de origen ribosomal, por lo que se asume
que solamente los ARN de 33 y 25 S son virus especificos, es decir res
ponsables de codificar para sus proteinas (Rawls y Buchmeier, 1975).

El anilisis de las proteinas estructurales obtenidas de VJ puri
ficado y tratado con detergentes (De Mitri y Martinez Segovia, 1985)
revelan la presencia de tres proteinas principales: NP(64.000 D) aso-
ciada a la nucleocapside y responsable de la reactividad cruzada entre
los miembros del Complejo Tacaribe (Buchmeier y Oldstone, 1978) y dos
glicoproteinas G; (51.0000 D) y G, (38.000 D). G, es una glicopro-
teina de envoltura facilmente extraible por detergentes (Martinez Se-
govia y De Mitri, 1977), involucrada en la neutralizacidén de la infec
tividad (Cresta y col., 1980). Sobre G1 hay poco conocimiento de su
localizacidén y funciones y no aparece regularmente en las corridas
realizadas en geles (De Mitri y Martinez Segovia, 1985). Algunos in-
vestigadores encuentran ademis otras proteinas que serian agregados o
productos de ruptura de las tres especies principales (Martinez Sego-
via y De Mitri, 1977). Asimismo, se han reportado diferencias en los
PM de las dos glicoproteinas (Grau y col., 1981). Estas podrian deber
s2 a variaciones en el tiempo de cosecha del virus, marcado de las
proteinas y procedimientos de purificacién.

Los extractos de células infectadas con VJ e inmunoprecipitadas
con sueros hiperinmunes revelan, ademds de las proteinas ya citadas,

la presencia de un precursor glicosilado:GPC (72.000 D) que a veces
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también aparece al correr virus purificado y tratado con detergente
como si no se clivara completarente después de la brotacién (De Mitri
y Martinez Segovia, 1982).

La simetria de la nucleocépside,constituida por el genoma viral
y proteinas estructurales, es desconocida en el VJ pero se ha descrip-
to para otros arenavirus. El empaquetamiento del genoma del virus LM
estd organizade en forma de dos nucleocapsides helicoidales que forman
circulos cerrados de lengitud variable (Young y Howard, 1983), en los
que se comprueba la asociacién intima de la proteina NPal ARN. Una de
las glicoproteinas estaria unida a la mucleocipside (Bruns y Lehmann-
Grube, 1983), asi como también se encontraria asociada a ellas la hi-
potética polimerasa (200.000 D ) de dificil visualizacién en corridas
electroforéticas de virus puro y de extractos de células infectadas
(Harnish y col., 1981).

Se ha detectado actividad de ARN polimerasa asocizada a prepara-
ciones de VJ purificado (Mersich y col., 1976), lo que permitid supo-
ner que el genoma viral era de polaridad negativa, siendo transcripto
por la enzima para sintetizar el mARN. Sin embargo, la actividad espe
cifica de la enzima era extremadamente baja como para permitir una
mejor caracterizacion de la misma.

Racientemente se iniciaron estudios para conocer la forma de ex-
presién de la informacién genética del VJ (Ghiringhelli y col., 1987).

Estudios previos realizados con el virus Pichinde han demostra-
do, por el anAlisis de oligonucledtidos, hibridizacién de 4cidos nu-
cleicos y anilisis de reasortantes, que las especies de 33 S (L) y 25

S (S) tienen secuencias (inicas. El S ARN codifica para la protefna NP



y para el precursor de las glicoproteinas (GPC) y el segmento L lo ha-
ria para la transcriptasa del virién (Harnish y col., 1983).

.

Ll analisis secuencial del ARN demostrd que los primeros 19 nu-
cléotidos de los extremos 3' de ambos ARN son conservados para los vi
rus Pichinde, LM y Tacaribe (Auperin y col., 1982). El anilisis de
clones de cADN, ha demostrado que la proteina NPes codificzda por la
cadena viral complementaria correspondiente al extremo 3' del S ARN
(Auperin y col., 1984 a).

Una vez finalizada la secuenciacidén del S ARN del virus Pichinde
(Auperin y col., 1984 b), se pudo conocer que el segundo producto de
ese gen (GPC) es codificado por una cadena subgendmica de mARN que no
se superpone con la secuencia que codifica para la proteina NP.Asimis
mo, la regidén intergénica tiene una organizacidén estructural particular,
que estaria involucrada en la terminaciéﬁ de la transcripcién.

El analisis de la secuencia nucleotidica del S ARN del virus Ta
caribe confirmd que ese segmento de ARN es también de doble polaridad
(Franze-Fernandez y col., 1987).

Por metodologias semejantes se obtuvo la secuencia del extremo
3' del S ARN del VJ hasta el nucledtido 1899 (Ghiringhelli y col.,
1988). El gen de la proteina NP iniciaris su transcripcién en la posi-
cidén 84-85 finalizando en los nucledtidos 1775-1777. Los 564 aminoa-
cidos que forman la proteina NP del VJ comparten un 77% de similitud
éon el producto del gen homdlogo del virus Tacaribe. A su vez, los
53 nucleétidos del extremo 3' del S ARN de ambos virus son idénticos; .
lo que confirma, al nivel molecular, las observaciones anteriores de

la gran reactividad cruzada entre ambos virus (Damonte y col., 1983).
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Una caracteristica distintiva del VJ seria la estructura de do-
ble horquilla encontrada al finalizar la lectura del gen NP(Ghiringhelli
y col., 1987).

Usando anticuerpos monoclonales especificos para la nucleoprotei-
na y las glicoproteinas del virus LM se pudo demostrar que la estra-
tegia de replicacién de este virus seria semejante a la utilizada por
los arenavirus del Nuevo Mundo (Riviere y col., 1985 a).

Por lo tanto todos los miembros de la familia Arenaviridae estu-

diados presentan un S ARN de doble polaridad.

CEPAS DE VIRUS JUNIN.

La comprobacién de que en el ciclo de transmisidon de la FHA es-
taban involucrados los cricétidos llevé a la obtencidén de muestras po
sitivas a partir de estos animales. Estas, junto con las muestras ais
ladas de sangre y visceras de pacientes, constituyen los aislamientos
de campo de VJ. Algunos de estos aislamientos fueron replicados in vi-
vo y/o in vitro y caracterizados bioldgicamente constituyendo las ce-
pas de VJ.

Entre las cepas definidas del VJ podemos nombrar a XJ (cepa pro
totipo de VJ (Parodi y col., 1958), RC (Boxaca, 1977) y Gar (Berria,
1977) aisladas de casos humanos y a PRg (usada durante mucho tiempo
para obtener antigeno fijador de complemento) (Mettler y col., 1961)

y MC, ( Berrfa y col., 1967) obtenidas de cricétidos. La mayoria de
ellas fueron altamente patdgenas para animales de laboratorio (ratones,
cobayos, ratas y hamsters) y para humanos, lo cual causd serios acci-
dentes entre los laboratoristas que manipulaban las muestras (Teyssie

y col.,1971).
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Lz cepa XJ fué la mis utilizeda duraute los primercs afids pera
estudiar al VJ. Iista cepa fué sucesivamente pasc:ia en plasma de cobayo
y/0 cerebro de ratén lactante conservando generalnente sus propiedeades
patégenas originales. Solo sa pudo aislar de ella varicates ateruadas
en algunos pasajes, tal fué el caso de XJ, (Guerrerc y Boxaca, 1980)

y XJ44 (Kenyon y col., 1985). En otros cacos se obtuvieron varicntes
atenuadas luego d= clonar la cepa XJ en sistemas celulares: la cepa
XJCl, es una subpcblacidn aislada en la linea celular heteroploide
MA-1111(Guerrero y col., 1959) y Cardid # 1 en 1n linea Jiploide FRhL
(Barrera Oro y Eddy, 1982).

Les estudios de caracterizacidénbicibgica y bioquimica dzl VJ se
realizaron principalmente con las cepas XJ, X.JCl3 y MCZ' En algunos
casos se utilizaron cepas con bajo nlmero de pasajes in vivo para evi-
tar alguna variacién en las propiedades originales da las mismas o con
taminaciones con otros agentes como el virus LM o micoplasmzs (Lasca-
no , 1977).

En los Gltimos afios se han aislado mutantes termiosensibles (ts)
ce la cepa XJCl3 a partir de una poblacidn viral crecida en presencia
de 5-fluorouracilo (Ceriatti y col., 1983). Dichas varientes multipli-
can normalmente a la temperatura permisiva (372C) perc no asi a la
temperatura restrictiva (402C); una de ellas, el Clg, tienc también
una marcada atenuacidn para el ratbéu lactante y se comporta como mutan
te de rango de huésped (Scolaro y col., 198S).

Al mismo tlempo, se han obtenido variantes serolégicas (caracte-

rizadae por cinética de neutralizacién) a partir de Calomys musculinus

infectados con la cepa XJC13, tanto durasnte el periodo agudo de la en-

fermedad como en el estado persistente (Alché y Coto, en prersa).
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I. PATOGENICIDAD EN ANIMALES.

El VJ es capaz de infectar a una amplia variedad d= luéspedes
experimentales: ratones, cobayos, hamsters, ratas y primates (Weissen
bacher y Damonte, 1983), variando su grado de virulencia en funcién
de una serie de factoras que dependen tanto del animal como del virus.

Los animales mis usados para el estudio del VJ hen sido los co-
bayos adultos y los ratones lactantes. El virus produce en el cobayo
una enfermedad hemorrégicz semejante, en algunos aspectos, a la que
se observa en humanos (Guerrero y col., 1977). Este animal es muy sen
sible a la accidn de las cepas del VJ de distinta virulencia y la mor
talidad en el mismo ha sido usada para diferenciar cepas patdgenas y
atenuadas desde 1968 (Avila y col., 1979).

La infeccidén de ratones hasta los 10 dias de edad produce un cun
dro tipico de encefalitis con temblores, lateralizacién de la marcha,
convulsiones, parilisis del tren posterior y muerte antes de la tercer
semana de infeccién en el 95-1007% de los casos (Weissenbacher y col.,
1975), interviniendo en la fisiopatologia de la enfermedad fendmenos
de hipersensibilidad retardada (Taratuto y col., 1973). La infeccién
experimental del ratdn, al contrario de lo que ocurre en el cobayo,es
independiente de la virulencia de la cepa de VJ utilizada (Boixaca,1977).
Sin embargo, en el caso del Cl67, su comportamiento particular deter-
mina que la enfermedad no siga los patrones habituales(Scolaro y col.,1977).

Desde los 10 dias de edad y hasta los 15 se observa en estos a-
nimales un comportamiento diferente al infectarlos por via intracere-
bral (i.c.). Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demos

traron ura exacerbacidn de la respuesta a la infeccibén por VJ en ani-
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males de 10 dias de edad, con signos de enfermedad menos evidentes y
muertes més tempranas (Coto y Ledén, 1978). En ratones de 11 dias, o-
tros estudios indicaron que la patogenicidad del VJ en este animal es
taba influenciada por el huésped en el cual se habia replicado al vi-
rus, pero era independiente de la cepa de VJ utilizada. Los stocks
preparados en cerebro de ratdén fueron 100 veces mis virulentos que los
obtenidos en cultivos de lineas celulares, mientras que si se utiliza-
ban cultivos primarios de embrién de ratdn o de cricétidos se erncontra
ba una respuesta intermedia (Candurra y Coto, 1986). Estos resultados
sugeririan que en ratones infectados a los 11 dias de edad hay un re-
conocimiento de un antigeno tisular homdlogo que aumentaria la virulen
cia del VJ en este huésped.

Por el contrario, otros investigadores demostraron que los ratones
infectados a los 11 y 14 dias permitian caracterizar a las cepas del
VJ. Los animales de 11 dias fueron propuestos como marcadores de viru-
lencia entre cepas atenuadas ( Contigiani y Sabattini, 1983) y los de
14 dias fueron utilizados para diferenciar entre cepas patdgenas y a-
tenuadas (Contigiani y Sabattini, 1977).

A partir de los 15 dias de edad la susceptibilidad de este hués
ped al VJ disminuye considerablemente, llegando a indices muy bajos o
nulos después del mes de vida (Weissenbacher y col., 1975).

Sin embargo, una reciente investigacién demostrd que la cepa XJ
es capaz de infectar a ratones adultos de la cepa C3H/HeJ inoculados
por via i.c. (Campetella y col., 1987). Estos animales murieron en un
80-90% con signos neurolégicos e histopatologia semejante a la descrip
ta en el ratén lactante. La cepa XJCl3 no produjo morbimortalidad en

ellos.
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Futuros estudios seran necesarios para establecer si la cepa
C3H/HeJ es la Gnica que presenta un comportamiento atipico, y a su vez,
encontrar la diferencia genética de la misma, lo que aportara nuevos
datos para esclarecer la interaccidn del VJ con este huésped.

Al analizar la bibliografia existente sobre las infecciones ex-
perimentales por distintas cepas de VJ en diversos huéspedes se encon
trd que la evolucidén de la infeccidén, en la mayoria de los casos, de-
pendia de la cepa viral utilizada.

La cepa XJ se emplea como cepa patdgena de referencia en los es-
tudios experimentales sobre la FHA.

En el cobayo, esta cepa produce un 1007 de mortalidad entre los
dias 11 y 14 post-infeccién (p.i.) por via intramuscular (i.m.). La
infeccién es también efectiva por otras vias: subcuténea, intranasal,
intracerebral u oral (Boxaca y col., 1961).

El cuadro clinico se caracteriza por fiebre, disminucion de peso
y un descenso marcado de la temperatura durante las 24 hs previas a la
muerte,con escasa excrecidén de virus por orina y saliva (Guerrero y
col., 1977). La autopsia presenta lesiones hemorragicas en tejido sub-
cutaneo, intestinos, suprarenales y ganglios. El virus puede aislarse
de la mayoria de los dérganos pero no del sistema nervioso central (SNC),
con viremia temprana que persiste hasta la muerte de los animales. En
tejido linfatico la replicacidn ocurre en macrdéfagos y en células den-
driticas (Laguens y col., 1983 b). Se producen alteraciones hematol-
gicas, con marcada plaquetopenia y leucopenia, deficiencias en el pro
ceso de coagulacibén (Molinas y col., 1978) y disminucién de proteinas

totales e inmunoglobulinas (Budzko, 1965).




Esta cepa también induce una inmunosupresién hacia antigenos no
relacionados (Parodi y col., 1967) y hacia el mismo virus, pues no se
detectan anticuerpos especificos durante el tramscurso ce la enferme-
cad (Carballal y col., 1981 a). Se observa un menor nimero de linfo-
citos T en bazo, ganglio y sangre periférica, pero no se alteran los
linfocitos B (Carballal y col., 1981 b).

Las lesiones histolégicas que se encuentran en los {rganos afec

tados se correlaciocnan con el antigeno viral detectado por inaunofluo

"rescencia y los aislamientos positivos, lo que sugeriria um dafio direc

to del virus sobre el tejido (Carballal y col., 1981 a).

La infeccidn experimental con la cepa XJ de la rata es dependien
te de la edad de las miswmas y de la via de inoculacidén. Esta cepa ino-
culada por via i.c. en ratas Wistar de 2 dias de edad produce una en-
fermedad neuroldgica leve, caracterizada por temblor generalizado e
hiperexcitabilidad. Los sintomas aparecen a los 7 dias p.i. y duran una
semana. La mortalidad es siampre menor al 15%. Loz animales que scbre-
viven fueron estudiados hasta los 180 dias p.i. mostrando un descenso
significativo del crecimiento y disminucién de peso (Laguens y col.,
1983 a). Si se infectan ratas de mayor edad la mortalidad se incremen-
ta llegando al 95% a los 10 dias, con una enfermedad semejante a la
descripta en la infeccidén a los 2 dias de edad, pero més severa. Ani-
males mayores de 26 dias no se enferman.

Los estudios histolégicos de los animales enfermos muestran le-
siones cerebrales a partir del dia 29 p.i. siendo éstas mis severas en
animales infectados a los 10 dias de edad, llegando a abarcar grandes

éreas necrbticas a los 14 dias p.i. previos a la muerte. El virus re-
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plica en cerebro con altos titulos, mientras que en el resto de los
Organos y en sangre se alcanzan niveles mucho menores (Avila y col.,
1981).

En los animales que sobreviven al ser inoculados a los 2 dias

de edad se pudo aislar virus sdlo por cocultivo de encéfalo con célu-
las Vero. En ellos se encontraron altos titulos de anticuerpos neutra
lizantes, lo que indicaria el desarrollo de una infeccidn crénica no
tolerante en este modelo. Se ha postulado que las células blainco cere
belosas se ercontrarian en un estado no diferenciado en el momento de
la infeccibén, lo que dirigiria el curso de la enfermedad hacia la for
ma crénica (Laguens y col., 1983 a).

Si la infeccidn se realiza por via intraparitoneal (i.p.) en ra
tas de 2 dias de edad, se observa una enfermedad nz=uroldgica activa
con mortalidad acrecentada hasta indices del 85% (Blejer y col., 1983).

La mayor neuropatogenicidad de la cepa XJ por esta via estaria dada por

una mayor capacidad de replic:.ifén en bazo e higado, y con una virenia
prolongada que facilitaria el acceso al SNC. Los infiltrados mononuclea
res meningeos demostrados por anatcmia patolégica en este sistema, es-
tarian indicando que la encefalitis mortal que se desarrolla se deberia
a un mecanismo de hipersensibilidad retardada.

La inoculacién de la cepa XJ en primates del Nuevo Mundo didé en-
fermedad clinica sélo en Cebus sp (Carballal y col., 1983) y en Galli-
thrix jacchus (Avila, 1983).

En el Cebus se presenta una enfermedad leve con leucopenia, pla-
quetopenia y viremia transitoria seguida por la aparicidén de anticuerpos.

Algunos animales presentan un cuadro neuroldgico (Carballal y col., 1983).
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Otros investigadores no coinciden con estos resultados (Mc Kee y col.,
1985).

En Callithrix, por el contrario, la cepa XJ induce por via i.m.
una enfermedad mortal con sintomatologia hemorrigica y/o neurolégica,
con amplia diseminacién de virus en tejido nervioso y hematopoyético
y con viremias después de la primer semana p.i.. Los Organos mas afec
tados fueron el cerebro, pulmén, higado, tejido linfatico y médula 6-
sea, con lesiones semejantes a las encontradas en enfermos humanos
(Avila, 1983).

La cepa XJCl, fué originada por clonado en células MA-111 (linea
heteroploide de rifibn de conejo) en e]_Laboratorio de Virologia Tropi-
cal del NIH (Bethesda Md. USA). A ese pais se remitid el 29 pasaje por
plasma de cobayo y 112 pasaje por cerebro de ratén (C2R11) de la cepa
XJ; alli sufribé algunos pasajes‘no bien definidos antes de ser clonada
(Guerrero y Boxaca, 1980). En 1966 se iniciaron los estudios con esta
cepa, que resultd atenuada para cobayo pero semejante a XJ en otros
huéspedes y cultivos celulares (Guerrero y col., 1969).

La inoculacién de esta cepa en cobayos por via i.m. provoca una
enfermedad leve en el 80% de los casos y una mortalidad aproximada del
16% entre los dias 22-26 p.i.. Los animales que mueren tienen pocas le
siones macroscdpicas visiples. El aislamiento viral es sdlo posible en
bazo, ganglios, pulmdn, pancreas y glandulas salivales. En animales a-
gdnicos y en todos los muertos se observan lesiones encefélicas (Avila
y col., 1981).

No se observb inhibicién de las respuestas inmunoldgicas a dife-
rencia de lo que ocurre con la cepa XJ. Todos los animales que sobre-

viven a la infeccién presentan anticuerpos neutralizantes a partir del



dia 13 p.i. que los protegen frente al desafio con la cepa patdgena
(Blejer y col., 1981). Un alto porcentaje de cobayos inoculados por es
ta via establecen una infeccidén persistente (Malumbres y col., 1984).

La replicacién mas tardia de esta cepa y su acceso a encéfalo
en el momento en que ya ha comenzado la respuesta inmunolégica al a-
gente, permiten incluir en este modelo mecanismos inmunopatoldgicos de
dafio histico (Avila y col., 1981).

La inoculacién de cobayos por via i.c. produce una enfermedad mis
grave (Boxaca y col., 1982).

Las ratas de 2-10 dias de edad inoculadas con la cepa XJCL4 por
via i.c. presentan mcrtalidad en un 957. En ellas se detecta multipli-
cacién viral en cerebro desde el 3¢ dia p.i., alcanzando picos maximos
entre el 62 y 102. La mortalidad dada por esta cepa esta asociada con
la aparicidn de un intenso exudado inflamatorio, con destruccién de
una amplia zona del encéfalo. Los animales que sobreviven a la infec-
cién presentan atrofia neuronal sin infiltracién inflamatoria kJacobson
y Pfau, 1980). El tratamiento con suero antitimocito disminuye la mor-
ta}idad en ratas infectadas a los 2 dias de edad, indicando que la en
céfalitis tendria un origen inmunopatolégico (Weissenbacher y Damonte,
1983).

El porcentaje de mprtalidad disminuye en animales infectados a
mayores edades, siendo muy bajo después de los 26 dias. Los animales
que sobreviven desarrollan anticuerpos.

Por via i.p. esta cepa llega s6lo a un 157 de mortalidad en ani-
males de 2 dias de edad, siendo luego resistentes a la infecciédn viral.
Los animales que mueren desarrollan una enfermedad neurolégica aguda
(Nejamkis y col., 1982).

Los estudios en primates con la cepa XJC13 se realizaron en deta
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lle en Callithrix jacchus. La inoculacién de 1.000 DLc, por via i.m.

no causbé mortalidad. La diseminacién del virus a los 6rganos fué baja,
obteniéndose titulos menores a 1.000 DICTSo/ml sblo en ganglios, médu
la Gsea, pulmén y bazo, con viremias entre los 6 y 22 dias p.i. No se
observaron alteraciones histoldgicas ni hematolégicas. Los anticuerpos
neutralizantes aparecen al dia 18 p.i. y se mantienen por lo menos du-
rante los 150 dias en que se observaron a estos animales (Avila, 1983).
Con esta cepa se desarrolld un modelo experimental por inocula-

cién por via i.p. en Calomys musculinus. El 507 de los animales inocu-

lados hasta el 72 dia de edad mueren con un cuadro encefalico semejan-
te al producido en el ratén blanco. Los sobrevivientes desarrollan una
enfermedad crénica donde la participacién de variantes seroldgicas y/o
mutantes termosensibles (ts) podrian ser uno de los motivos que defini-
rian el curso de la enfermedad (Lampuri, 1984; Alché y Coto, 1986).

La sblida proteccién hacia la cepa XJ que es otorgada a cobayos
por la cepa XJC13 cuando esta (ltima es inoculada por via i.m. hizo
pensar en su posible uso como vacuna atenuada. Asi fué como entre los
aﬁ9§ 1968 y 1971 se vacunaron 636 voluntarios. En ellos X.JCl3 indujo
séio una infeccidn subclinica o una forma abortiva, con desarrollo de
enticuerpos neutralizantes en el 967% de los casos (Parodi y col., 1970).
Estcs anticuerpos se mantuvieron por periodos de 7 a 9 afios en el 90%
de los casos estudiados ( Rugiero y col., 1981).

Los motivos mis importantes para interumpir el uso de la cepa
XJC13 como vacuna humana fueron que dicha cepa se clond en células hetero
ploides, la obtencién de la vacuna en cerebro de ratén lactante y la

neurovirulencia de la misma para cobayos y Cebus sp. inoculados por via
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i.c. (Weissenbacher y Damonte, 1983).

La cepa MC, fué aislada de visceras de un cricétido del género
Calomys en 1964, en la localidad de Mones Cazbén (Provincia de Buenos
Aires) (Berria y col., 1967). Inoculada por via i.m. ocasiona en co-
bayos una mortalidad del 75 al 80%. Los animales tienen disminucidn
de peso a partir de la 22 semana y se recuperan alrededor de la 42
semana. A los 21 dias p.i. se aisla virus del bazo, adrenal, rifién
y cerebro, pero raramente en sangre y otros drganos. Esta cepa mues-
tra un marcado neurotropismo con altos titulos de virus en SNC, coin-
cidente con una meningoencefalitis. A partir del dia 21 p.i. se detec
tan anticuerpos neutralizantes que aumentan, llegando a indices altos,
hasta los 65 dias p.i. (Avila y col., 1981).

La aparicién tardia de lesiones encefalicas, cuando la respues-
ta inmme del animal ya ha comenzado, sugiere la existencia de meca-
nismos inmunopatolégicos en la produccién del daiio tisular.

En ratas de 2 dias de edad inoculadas con esta cepa por via i.c.
se observd un comportamiento semejante al producido con la cepa XJCl3
(Av;la, 1983).

’ No se realizaron estudios detallados de infecciones con la cepa
MC, en otros huéspedes.

La cepa XJO deriva de un pasaje anterior al clonado en células
MA-111 de la cepa XJ. En un momento se sospechd que la atenuacidn de
la cepa XJCl, no se debia a una seleccibén de una subpoblacién obtenida
por clonedo en la linea heteroploide de conejo, sino a unz seleccidén
natural previa. 'or ese motivo, un grupo de investigadores de la Ca-

tedra de Microbiologia de la Facultad de Medicina (UBA) inicid los
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estudios para revelar esa incognita con un pasaje anterior al clonado
de la cepa XJ , remitido a Bs. As. en el pasaje CRig (Guerrare y
Boxaca, 1980).

La cepa XJ se inicid en el pasaje CoRyg-

Cuando fué inoculada por via i.m. en cobayo, esta cepa mostrd un
comportamiento similar a la cepa XJC13. El porcentaje de mortalidad
provocada por ambas fué practicamente el mismo, al igual que la distri
bucién de las nmuertes en el tiempo. Estas semejanzas se extendieron a
la recuperacién de virus de los 6rganos de animales muertos, a la anti
genicidad y a la capacidad protectora (Boxaca y col., 1981).

La virulencia de esta cepa en elscobayo se ve incrementada cuando
se utiliza la via i.c. o i.p. (Boxaca y col., 1980).

Se realizaron clonados de la cepa XJO para seleccionar poblacio-
nes virales que produjeran una respuesta bioldgica homogénea, principal
mente en su capacidad protectora y grado de atenuacidn en células di-
ploides MRC-5, las cuales son un sustrato aceptable para la replicacién
de cepas ¢andidatas a vacunas para uso humano (Weber y col., 1985).

La cepa Candid # 1 fué derivada del pasaje 44 de la cepa proto-
tiéo XJ en cerebro de ratdn lactante (Kenyon y col., 1985). Ha sido
clonada y pasada 18 veces en la linea diploidea FRhL (pulmén fetal de
mono Rhesus) (Barrera Oro, y Eddy, 1982).

Estudios realizados en ratones, cricétidos, cobayos y monos rhe-
sus demostraron su baja o nula neurovirulencia y neuroinvasividad. Al
mismo tiempo se evalud su potencial inmunogénico en monos y cobayos
por medicién de la respuesta humoral y celular inducida en ellos (Ra-

rrera Oro y Eddy, 1982). Los resultados satisfactorios obtenidos en
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esas pruebas, su atenuacidn estable a través de pasajes in vivo e in

vitro (Peters y col., 1987) y el haber satisfecho todos los.requeri-

mientos preclinicos de seguridad de la Administracién de Drogas y Me-
dicamentos de Estados Unidos, incluyendo la inoculacidn i.c. en monos
(Barrera Oro y col., 1986), permitid iniciar los ensayos en volunta-

rios humanos.

La evolucién clinica de los primeros vacunados mostrd un nivel
bajo de efectos colaterales y una mejor eficacia al aplicarse por via
i.m. (Mac Donald y col., 1986). Los 66 voluntarios estudiados dieron
respuesta humoral por varias técnicas: 947 fueron seropositivos por
ELISA, 85% por neutralizacidén (técnica_de reduccién de placas) y el
36% por inmunofluorescencia. La inmunidad celular fué medida por el en
sayo de transformacién de linfocitos; en este caso, el 987 de los va-
cunados respondieron positivamente (Kenyon y col., 1988).

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que esta cepa
es aceptable como antigeno vacunal contra la FHA. Asimismo los estudios
realizados en monos rhesus de proteccién cruzada con el virus Machupo
sugieren la posibilidad de poder utilizar a Candid #1 como vacuna con-
tré/el agente etioldgico de la Fiebre Hemorrigica Boliviana (Barrera

Oro y col., 1988).

Hasta el presente, la mortalidad del cobayo adulto es el marcador
de virulencia més adecuad:: para clasificar a las cepas de VJ. Si bien
los primates han dado resultados mas exactos al reproducir la enferme-
ded clinica que el VJ ocasiona en humanos (Kenyon y col., 1986), su
uso es accesible s6lo a algunos laboratorios.

De acuerdo a la mortalidad qﬁe provocan en el cobayo, las cepeas
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descriptas hasta el momento en este trabajo, se pueden clasificar camo:
XJ, altamente patdgena; MC2, de patogenicidad intermedia y XJCl3, XJO

y Candid # 1, atenuadas.

1I. MULTIPLICACION EN CULTIVOS CELULARES.

El virus Junin multiplica en una amplia variedad de cultivos pri-
marios y células de lineas continuas. En la mayoria de ellos no produce
un efecto citopatico aparente (Berria, 1977) aunque en otros, coumo cé-
lulas Hela (Mettler y col., 1961), Vero (Boxaca y Savy, 1972) y MRC-5
(Guerrero y col., 1982);su accidén citopatogénica (ACP) es evidente. La
infeccidn se caracteriza por un period; inicial agudo seguido por una
etapa persistente (Damonte, 1978). Estos estudios se hicieron con las
cepas XJ, XJCl3 y MC, principalmente y pocos de ellos fueron realiza-
dos en forma comparativa.

En la bisqueda de caracteristicas de las cepas de VJ distintas
de la patogenicidad, en 1970 se encontraron diferencias, en la linea
Vero, en el tipo de placas producidas bajo agar por las cepas XJ y
XJCIB. Se concluyd que las placas originadas por la cepa XJ eran mas
grandes que las producidas por la cepa XJCl, (Coto y col., 1970). En
el mismo trabajo se destacdé una diferencia en la produccién de 4CP en-
tre las miamas cepas cuando se las cultivaba en presencia de 57 de C02.
La cepd XJC13 no produjo ACP en estas condiciones, mientras que si lo
hizo XJ.

En 1977 59 estudid, en cultivos de la linea L-929, la relacién

entre la capacidad inductora de interferén y la patogenicidad del VJ.

La cepa XJ no indujo interferdn, MC, fué de accién moderada y la cepa
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XJCl3 alcanzd niveles mas altos (Teyssie y col., 1977).

Los resultados encontrados por estos dos grupos de investigado-
res (Coto y col., 1970) (Teyssie y col., 1977) no han podido reprodu-
cirse luego en otros laboratorios. Distintos factores de las células
huésped y de los stocks de virus utilizados contribuyen a obtener di-
ferentes conclusiones.

Entre las variaciones atribufbles a las células podemos citar las
diferencias nutricionales, morfolégicas y metabdlicas entre iguales 11-
neas mantenidas en distintas condiciones de cultivo, asi como el estado
metabdlico de las mismas al iniciar y mantener una infeccién viral
(Avila y Coto. 1978; Candurra y Damonte, 1985). Al mismo tiempo, las
diferencias en las historias de pasajes de los stocks de las cepas uti
lizadas contribuyen modificando no sélo la ACP en la etapa aguda sino
también determina distintas caracteristicas en el estado persistente
(Help y col., 1976). Es de mencionar, como uno de los par&metros mas
importantes, el porcentaje de particulas interferentes presentes en el
indculo viral (D'Aiutolo y Coto, 1986).

Por estas razones es que, hasta el momento, no se han podido en-

-

contrar marcadores in vitro para demostrar diferencias entre cepas pa-

tégenas y atenuadas del VJ.

. CARACTERIZACION DE CEPAS VIRALES.

La clasificacién y caracterizecidén de los virus es una necesidad
practica de perticular importancia para identificar a las espzcies qua
causan enfermedad en el hombre. El poco conocimeinto de los virus en

el pasado hizo muy dificil esta tarea. Fué asi como los sistemas primi
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tivos propuestos se han ido modificando a lo largo de los afios a medi-
da que las investigaciones sobre estructura y replicacién fueron avan-
zando.

Los virus se clasifican en familiss en base a sus diferencias mor
fologicas y a la clase de 4cido nucleico de sus genomas (Matthews, 1985).
La cantidad de miembros de cada familia es variable: Coronaviridae tiene
12 miembros mientras qeu Bunyaviridae posee al menos 10 veces mas. Por
ese motivo, a medida que se demostraron las caracteristicas de infecciénm,
transcripcién, diversificacién y variacidén, los miembros de una familia
establecida se categorizaron dentro de ella en subfamilias, géneros,
serogrupos, subgrupos, etc. teniendo em cuenta propiedades commes

(Bishop, 1985).

I. POR TECNICAS INMUNOLOGICAS.

La infeccién de un huésped por un virus induce en éste una reac-
cién inmmoldégica en respuesta a diferentes antigenos virales. Estos
antigenos puéden ser componentes externos del virién o internos que se
exponen durante la replicacién del agente viral en el érgano blanco del
organismo infectado.

Los ant{genos virales externos son los que estin expuestos a una
presién de selaccién negativa, producida por anticuerpos, que los ha
llevado evolutivamente a una variabilidad muy amplia. Por el cohtrario,
los antigenos intermos sufren una menor presién selectiva por lo que
estan maé conservados.

Estas caracteristicas antigénicas de los virus son usadas como

base para diferenciar grupos dentro de los integrantes de una familia.
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Los grupos seroldgicos estan formados por virus que dan reaccio-
nes cruzadas entre si porque comparten antigenos intermos conservados.
En la familia Togaviridae por ejemplo, serogrupo es igual a género:los
integrantes del género alfavirus no reaccionan con virus de los géne-
ros flavi y rubi. Asimismo, los virus de plantas foiman 27 grupos que
corresponden a serogcupos pues no hay reaccién cruzada entre ellos
(Van Regermortel y Neurath, 1985).

Por otro lado, los antigenos virales externos han evolucionado,
en respuesta a la presion selectiva, a una gran variedad de tipos an-
tigénicos diferentes como en el caso de entero, rino y adeno o un solo
tipo antigénico que presenta una gran variabilidad en el tiempo (mixo).

Algunos determinantes antigénicos superficiales son mis conser-
vados y son encontrados en todas las especies de un grupo, ellos son
conocidos como antigenos especificos de grupo. Antigenos especificos
de tipo son los que varian entre diferentes especies.

Las técnicas inmunolégicas tradicionales: FC, IF, inhibicién de
la hemoaglutinacidn, neutralizacidén y los estudios de proteccidn cruza
da sirven para clasificar a los virus dentro de una familia, género
y tipo. lLas técnicas mas elaboradas como neutralizaciones cruzadas, ci-
nética de neutralizacién y el uso de anticuerpos monoclonales permiten
distinguir cepas y variantes pero, a su vez, brindan informacidn sobre
la estructura antigénica de las proteinas virales.

En él Cuadro 2 se registran las metodologias utilizadas para la

clasificacién y caracterizacién de virus y los resultados que se pueden

obtener de ellas.

En los virus envueltos, las glicoproteinas por su posicién externa
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Cuadro 2: Métodos inmunoldgicos para la caracterizacidn viral.

METODO

APLICACION

Fijacién de Complemento.

Inmunofluorescencia.

Neutralizacién.
Neutralizacidn cruzada y
cinética de neutraliza-
cidn.

Proteccidn cruzada.

Anticuerpos monoclonales.

Detecta antigenos internos que dan
reacciones cruzadas con todos los
miembros de una familia, género o
grupo.

La técnica para antigenos citoplasmi

ticos con sueros policlonales, da i-

_gual informacién que fijacidn de

complemento.
Identifica a las especies virales.
Permiten diferenciar cepas enire si y

también variantes de uma cepa.

Indica relaciones mas cercanas entre
los miembros de un grupo.

Su uso depende del determinante que
reconozcan y de la proteina en la que
él se encuentre. Con el anticuerpo mo
noclonal adecuado se puede establecer
diferencias entre:

* variantes de una cepa.

.* cepas de una misma especie.

* virus mas relacionados dentro de un

grupo.

o
"

grupos dentro de una familia.

*

reconocer a todos los miembros de la

familia.
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en la superficie del viridn, son las que interaccionan preferencial-
mente con los anticuerpos y son por ello los antigenos mas comunmeri-
te involucrados en la neutralizacion de la infectividad viral. Los
oligosaciridos que forman parte de ellas no son inmunogénicos, siendo
especificos de 1a célula en la cual el virus replica, pero su posicidn
en la cadena polipeptidica es codificada por el virus. Esto hace que
una simple mutacidén en un nucledtido que se traduzca en un cambio en
un aminodcido permitiendo la presencia de un nuevo oligosacarido en
la proteina, podria modificar la estructura de esa glicoproteina, en-
mascarando un sitio antigénico e impidiendo su unidn al anticuerpo.

to se ha demostrado para la hemoaglgtinina del virus Influenza
(Alexander y Elder, 1984).

La reactividad antigénica de una proteina representa su capaci-
dad de realizar uniones especificas con receptores en linfocitos y
anticuerpos.Esta reactividad estaria restringida a una parte de su
superficie conocida como determinante antigénico o epitope. Para al-
gunos inmuriblcgos en la actualidad estos términos son sinénimos (Van
Regenmortel, 1987). Otros consideran al determinante antigénico como
uh &rea sobre la superficie de la proteina que incluye al epitope,
aste (ltimc seria el que establece estrictamente la unién al anti-
~uerpc (Margni, 1982).

Fn 1969, Sela clas;ficé a los determinantes antigénicos en se-
cuenciales y conformacionales. Los primeros estarian formados por uma
secuencia de residuos independientes de la estructura terciaria de la
proteina, mientras que los determinantes conformacionales estarian for

mados por residuos de una especifica conformacién dada por la proteina.
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Atassi y Smith en 1978 definieron determinantes continuos y dis
continuos, siendo continuos los representados por una secuencia conti

gua de residuos expuestos en la superficie de la proteina nativa con
sus caracteristicas conformacionales distintivas. Los discontinuos con
sistirian en residuos cercanos en la superficie de la proteina pero
no continuos en su estructura primaria; son residuos distantes que se
convierten en cercanos por el plegamiento de la cadena o por unidn

de dos cadenas de péptidos separadas.

Otra clasificacién mas reciente incluye a los criptotopes y a
los neotopes (Van Regenmortel y Neurath, 1985). Los criptotopes serian
los epitopes que solo son activos desgués de la fragmentacidn, depoli-
merizacién o desnaturalizacién de la proteina. En el caso de los virus
son los epitcpes que se encuentran en las subunidades de la cépside.
Los neotopes son especificos de la estructura cuaternaria y estarian
ausentes en las subunidades monoméricas. Estos epitopes existirian por
cambios conformacionales inducidos por la unién de las subunidades o
por estar formados con residuos de dos 6 mas subunidades cercanas.

East y col.(1980) definieron también determinante topogréafico como a
qﬁél que se altera por cambios en un residuo distante y por ese motivo,
un determinante de este tipo no podria definirse solo con los residucs
que estén en directo contacto con el sitio de unién al anticuerpo. Otros

;
investigadores usan el término topografico como sindnimo de conforma-
cional.

El aralisis de la estructura antigénica de una proteina consiste
principalmente en localizar sus determinaciones antigénicos o epitopes.

Es decir, reconocer cual zona accesible, sobre la superficie de la mo-




lécula, es reconocida por el sitio de unién (paratope) en la molécula
de anticuerpo especifico. Los estudios clasicos de Atassi (1984) coin
mioglobina y lisosima demuestran que una proteina contiene solo un
pequefio nimero de discretos epitopes situados en la superficie alta-
mente accesible de ella. Un ensayo com(n para localizar estos epitopes
(Van Regenmortel y Neurath, 1985) es medir la habilidad de fragmentos
naturales o sintéticos de la proteina para reaccionar con los anti-
cuerpos criginados hacia la molécula intacta. Dichos fragmentos, de
5 a 10 residuos, se designaron epitopes continuos de la proteina en
estudio. Sin embargo, dicho fragmento lineal podria no reflejar exacta
mente la estructura completa del epitepe correspondiente de la protei-
na nativa. Es necesario un exceso molar de péptido para revelar alguna
unién entre &l y el anticuerpo, ya que la constante de afinidad del
anticuerpo por el péptido es varios 6rdenes de magnitud menor que para
la proteina nativa. De esta forma, dicho péptido lineal podria solo
representar una parte de un epitope discontinuo mayor.

L2 mayoria de la informacién sobre la antigenicidad de proteinas

esti basada en la identificacidn de epitopes continuos que correspon-

-
-

derian a versiones incompletas o adulteradas de los epitopes origina-
les que existen en la proteina nativa.

Se encontrd que el Area sobre la proteina que reconoce un anti-
cuerpo es de aproximadamente 20 R de diémetro, por lo que se asume que
en una proteina globular, bajo esa 4rea, es dificil encontrar un epi-
tope ¢ontinuo; por lo tanto todos los epitopes serian discontinuos.

En los Gitimos afios el desarrollo de la tecnologia para obtener

anticuerpos monoclonales contribuyé a aclarar la estructura antigénica
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compleja de las proteinas.

Las proteinas son antigenos multideterminantes y ellas producen,
en animales inmunizados, una variedad de familias de anticuerpos hetero
geneos capaces de reconocer, con varios grados de exactitud, un parti-
cular determinante antigénico de la proteina. Esta heterogeneidad de
los antisueros policlonales originados contra la proteina es la res-
ponsable de la dificil obtencién de una descripcién inequivoca de los
epitopes. Las diferencias que encontraron distintos investigadores al
localizar los epitopes en mioglobina y lisosima se deberia a la parti-
cularidad de cada antisuero, asi como a diferencias en los métodos de
inmunizacién y especie animal usada (Al Mondallal y col., 1982).

La homogeneidad molecular de los anticuerpos monoclonales asegura
que solo un epitope sea investigado a un mismo tiempo y este hecho per-
mite estudiar a ese determinante en una forma mis definida y reprodu-
cible.

Para definir epitopes en proteinas, con anticuerpos monoclonales,
se usa un panel de proteinas relacionadas que posean un nimero limi-
tado de aminoacidos sustituidos. Luego, si una sustitucibén origina un
céﬁbio en la unidn del anticuerpo, se asume que ese residuo es parte
del epitope. Pero también puecle ser un residuo que no pertenezca al
epitope pero que, por algﬁn tipo de mecanismo alostérico, produzca un
cambio conformacional que altere la reactividad de la proteina (Al
Mondallal y col., 1982) (epitope topografico?).

Otros investigadores modifican los conceptos de zonas antigénicas
y establecen que la superficie entera accesible de una proteina consis

te en un continuo de epitopes potenciales superpuestos capaces de combi




narse con los anticuerpos apropiados (Benjamin y col., 1984). Como re
sultado de esta controversia, en la actualidad algunos investigadores
no intentan descubrir la completa o definitiva estrustura antigénica
de las proteinas sino que se satisfacen con definir algln fragmento
operacional o regién de ella capaz de unirse especificamente al anti-

cuerpo (Van Regenmortel y Neurath, 1985).

ANTECEDENTES EN ARENAVIRUS.

a) Uso de sueros policlonales.

Cada miembro de la familia Arenaviridae posee alguna ralacidn
antigénica con los otros miembros del_grupo. El grado de reactividad
cruzada es dependiente del sistema de ensayo empleado.

La prueba de fijacién de complemento (FC) revela interrelaciones
entre todos los miembros de la familia (Casals y col., 1975), aunque
algunos investigadores obtienen una limitada reaccibén cruzada entre
Tacaribe y LQM (Rowe y col., 1970 b).

Una relacién cruzada mayor se observd entre Tacaribe, Junin y
Machupo y en menor grado con los otros integrantes del Complejo Taca~
ribe (Casals y col., 1975). LM y los virus del Complejo Lassa también
crizan entre si.

El antigero fijadoF de complemento esta asociado con la nucleo-
proteina interna (Gschwender y Letmanm-Grube, 1973), por lo tanto no
se pudiéron encontrar diferencias entre las cepas de VJ por FC (Adler
y Parodi, 1965).

Los primeros indicios gue Tacaribe y LCM pertenecian al mismo

grupo de virus fueron obtenidos por irmunofluorescencia (IF).
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En general, detectando antigenos intracelulares por esta técnica se
encuentra relaciones similares a las dadas por FC (Rowe y col.,1970b).

En cambio, la técnica de neutralizacidn es especifica para cada
especie de familia (Matthews, 1982b).Por neutralizaciones cruzadas
con sueros obtenidos en cobayos se encontraron diferencias seroldgicas
entre aislamientos de virus Lassa aislados en distintas regiones de
Africa. Las muestras de Liberia fueron distinguibles de las provenien
tes de Sierra Leona, y ambos grupos, fueron antigénicamente menos re-
lacionados a los aislamientos de Nigeria (Jahrling y col., 1985).

El analisis de la cinética de neutralizacidn realizado con sue-
ros policlonales ha permitido observar diferencias entre tipos de vi-
rus muy relacinados o entre una especie y sus variantes (Gould y Butler,
1980). En nuestro laboratorio se pudo confirmar, con esta metologia,
la aparicidn de variantes serolodgicas durante la infeccidén con VJ de
cricétidos tanto en ctapa aguda como en la crénica (Alché y Coto, en

prensa).

5) Estudios con anticuerpos monoclonales.

En afios recientes la obtencién de anticuerpos monoclonales (AcM)
nacia algunos arenavirus permitid un mejor analisis de las diferencias
especificas entre los miembros de esta familia.

Buchmeier y colaboradores (1980) caracterizaron 46 AcM originados
de la cepa ARM cel virus LCM. Cinco de ellos, dirigidos a la proteina
NP,muestran réactividad cruzada con Lassa y Mopeia; otro, dirigido
hacia G, , réasciona solo con Mopeia.

En otro estudio (Buchmeier, 1984), AcM anti-proteina G, de la

cepa WE de LQM reaccionan con antigenos de Mopeia y Pichinde pero no



con Lassa. Con AcM hacia G1 no se reconocen antigenos hacia los
miembros del Complejo Lassa. La proteina Gy del virus LM se consi-
dera la responsable de producir los anticuerpos neutralizentes.

Los AcM hacia la proteina NPdel virus Pichinde rcaccionan, fre-
cuentemente, con otros miembros del Complejo Tacaribe y algunos lio
hacen con antigenos del Complejo Lassa, sugiriendo asi, que algln epi-
tope situado en la nucleocapside es compartido por los virus del Viejo
y Nuevo Mundo (Buchmeier y col., 1981).

Estudics més detallzdos con un panel de AcM preparados con las

cepas ARM y WE de LM permitieron definir 4 epitopes sobre G, (dos

1
de ellos fueron neutralizantes: GP-1A y GP-1D), y 3 epitopes superpues
tos sobre G,y (GP-2A, GP-2B y GP-2C).EP-1A es comin a cuatro cepas de
LCM, mientras que GP-1D es reactivo solo con la cepa ARM (Parekh vy
Buchmeier, 1986).

Con los AcM dirigidos hacia GP-2A y GP-2B y péptidos sintéticos
imitando secuencias de la glicoproteina precursora GPC, se pudo loca-
lizar la posicidn de ambos epitopes entre los aminoadcidos 370 a 382
(Weber y Buchmeier, 1988). De estos amino&cidos, cinco de ellos se en
cuéntran conservados en los virus LM, lassa, Pichinde y Tacaribe.

El péptido 370-382 se une especificamente a sueros policlonales de los
virus LCM, Lassa y Junin, lo que permite suponer su utilidad como an-
tigeno para diagndstico de arenavirus.

Con AcM preparados hacia Tacaribe y Junin se pudo confirmar la
asociseldn entre ellos y los virus Amapari y Machupo; Pichinde y Para
ni se mestrarch menos relscionados (Howard y col., 1985). Encre los
anticuerpos especificos para Tacaribe, cinco de ellos reaccionan pcr

IF con antigenos de la membrana de células infectadas con virus homé-
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logo y neutralizan su infectividad in vitro. Estos AcM pudieron dife-
renciarse entre si por inmunoensayos de competencia y asi se distin-
guieron por lo menos dos epitopes. Los AcM que sdlo reaccionan con
antigenos citoplasmiticos en células fijadas fueron no s6lo especifi-
cos para Tacaribe, sino que algunos también reaccionaron con Junin,
Amapari, Machupo, Pichinde y Parani.

Los AcM antiJunin cepa XUC13 dieron reaccidn positiva por IF
citoplasmatica en sustratos infectados con el mismo virus y con Ta-
caribe, Machupo y Pichinde, pero no con Amapari y ParanA.

Recientmente han sido caracterizados otros AcM dirigidos hacia
los polipéptidos del VJ (De Mitri y Martinez Segovia, 1988). Con téc
nicas de inmmunoblotting se pudo estasiecer que 7 de ellos reaccionan
con GP38, proteina que constituye el antigeno inductor de anticuerpos
neutralizantes. Con ellos pudieron establecerse al menos tres zonas
antigénicas diferentes. A su vez, 17 AcM reaccionan con NP¢,,  pro-
teina responsable de las reacciones cruzadas entre los integrantes
del Grupo Tacaribe, mostrando cinco sitios antigénicos diferentes.

El uso de anticuerpos monoclonales ha-confirmado las relacio-
nes serlégicas encontradas con los sueros policlonales y también ha
carenzaedo a revelar la complejidad antigénica de los arenavirus. Se
recesita aGn, la preparacién de un mayor n{mero de estos reactivos,
en especial los dirigidoé hacia las proteinas de envoltura donde se

egpera encontrar una mayor diversidad antigénica.

c) Otros astudics bioldgicos.

Estudios de proteccién cruzada en cobayos y monos permitieron

establecer relaciones mas cercanas entre algunos miembros de esta fa-

milia.
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En contraste con el vJ, la mayoria de los miembros del Complejo
Tacaribe no son patdgenos para el cobayo. Esta propiedad Ha sido Gtil
para analizar las interrelaciones de los virus del grupo en pruebas
de proteccién cruzada (Coto y col., 1967). Los animales inoculados
con una sola dosis de virus Tacaribe fueron totalmente protegidos
hacia la descarga posterior con VJ. Los virus Pichinde y Tamniami no
protegen a los cobayos, mientras Qe Amapari y Machupo solo otorgan
un porcentaje de proteccién intermedia, aunque mayor en el caso de
Amapari (Coto y col., 1976).

Al inocular cobayos con virus Tacaribe por via i.m, los anticuer
pos neutralizantes antiTacaribe (homdlogos) aparecen 10 dias después
de la infeccién y aumentan répidament\e. Los anticuerpos heterdlogos
antiJunin recién se demuestran y en bajo titulo a los 45 dias p.i.,
aumentando luego considerablemente (Coto y col. 1980). Ya desde el 3¢
dia p.i. con virus Tacaribe, se observa proteccién contra VJ aln en
ausencia de anticuerpos séricos detectables, lo cual podria deberse
a un fenbmeno de interferencia (Damonte y col., 1978). Luego se pierde
este estado de proteccién el que reaparece durante la segunda semana
psi1. y se mantiene por lo menos 1 afio (Coto y col., 1980).

En los animales infectados con virus Tacaribe y luego desafia-
dos con YJ aparece una respuesta immme secundaria especifica para
VJ ya a los 3 dias p.i. con VJ.

Cuando el C. jacchus se inocula con virus Tacaribe no manifies
ta gintomas clinicos y no se detecta viremia ni alteraciones hemato-
légicas. La infeccién con virus Tacaribe en estos animales les otor-
ga proteccidn contra dosis letales de la cepa XJ del VJ (Weissenbacher

y col., 1982). Los anticuerpos neutralizantes antiTacaribe se detectan
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en el animal desde la 32 semana y aumenta sus niveles paulativamente.
No se detectan anticuerpos antiJunin hasta 60 dias después de la in-
feccibén con Tacaribe, pero inmediatamente después del desafio con VJ,

se observa, al igual que en los cobayos, una respuesta de anticuerpos
heterdlogos.

Se ha postulado principalmente como mecanismo de proteccidén del
virus Tacaribe en cobayos y monos frente al desafio con VJ, a la res-
puesta anamésica que se demuestra a los primeros dias p.i. con VJ o
la probable participacién de la inmunidad celular.

Al mismo tiempo, en cultivos de células Vero persistentemente
infectadas con los virus Junin, Tacaribe y Amapari, se observd resis-
tencia cruzada, que en el caso de Juﬁin y Tacaribe ha sido explicada
por la participacién de particulas interferentes (Damonte y col.,
1983).

En ambos casos, por proteccién cruzada in vivo o infecciones
persistentes in vitro, los resultados fueron semejantes a los obteni-
dos con la técnicas seroldgicas.

Con los virus del grupo Lassa se han realizado estudios de pro-
teccidén cruzada semejantes. Los virus Mopeia y Mobola (no patdgenos
para el houbre) otorgan inmunidad a cobayos y monos frente a la infec
cién posterior con virus lLassa (Kiley y col., 1979; Jahrling, 1983).

3

IT. FOR TECNICAS BIOQUIMICAS.

El avarice en la metodologia de las ciencias bioldgicas y quimi-
cas ei sus ramas de blologia molecular e ingenieria genética permiten
caracterizar mds precisamente a las especies virales conocidas y a las

que dia a dia se descubren.
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Afios atras, la biologia y la bioquimica permitieron separar a
los paramixovirus en géneros con caracteristicas propias, a pesar de
sus similitudes morfoldgicas. Mas reciente es el descubrimiento de las
distintas estrategias que utilizan para transcribir su informaci6én los
S ARN de los distintos géneros de la familia Bunyaviridae (Bishop,1985).

A continuacién se mencionarin algunas metodologias utilizadas
para caracterizar a los miembros de un género viral o a los integran-

tes de una especie, puntualizando en aquellas que permiten asociar

las diferencias encontradas con una mayor o menor virulencia.

Analisis de las proteinas virales.

En geles tradicionales de poliaEfilamida monodinensionales es
poco frecuente encontrar diferencias en la migracidén de las proteinas
de las cepas virales. Una de las excepciones es el virus de la Rabia.
Cuatro cepas de distinta virulencia del serotipo 1 de este virus fue-
ron comparadas por esta metodologia, pudiéndose visualizar diferencias
en la migracion de las proteinas G y M y en la cantidad de proteina L.
Las cepas mas virulentas poseian mayor cantidad de proteina L y presen
taban una banda doble en la posicién de la proteina G (Dietzschold y
col., 1979).

In otros géneros, las diferencias entre las proteinas de distin-
tos tipos solo se logrd én geles modificados por incorporacién de a-
gentes quimicos. En el caso de poliovirus se agregb urea; en estas con
diciones las proteinas de la capside de cada tipo migraron con un pa-
trén caracteristico (Kew y col., 1980).

Las diferencias en aminoicidos entre cepas de una especie viral

o entre un virus y sus variantes es, en algunos casos, de uno o unos
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pocos residuos que los geles monodimensionales no podrian resolverlas.
Los geles bidimensionales o el anadlisis de los péptidos obteni-

dos por ruptura de las proteinas virales con enzimas, permiten obtener
una mayor informacién sobre las diferencias intratipicas. De esta ror-
ma, dos mutantes avirulentas de un mengovirus fueron comparadas con la
cepa parental analizando sus proteinas por varias metodologias bioqui-
micas. Solo se pudieron observar diferencias en geles bidimensionales
en los cuales la primera dimensién separaba por punto isceléctrico y
la segunda lo hacia por pesos moleculares. Una de las proteinas de su-
perficie que se resolvia en varias marcas en la posicidén de su peso
molecular presentd un patrdn diferente en las variantes y en la cepa
parental (Anderson y Bond, 1987). N

Por el an&lisis de los péptidos tripticos se pudo determinar que
las proteinas purificadas de cepas de virus aftosa tipo A presentaban

diferencias en las proteinas de la capside y en los productos de rup-

“ura primaria P100 y Pgg (Brown, 1980).

Andlisis de los acidos nucleicos.

La movilidad electroforética de los &cidos nucleicos de los vi-
rus con genoma segmentado provee un método para caracterizarios. Los
rotavirus presentan distintos patrones en sus segmentos 9, 10 y 11 den
tro de un mismo serotipo:(Garbarg-Chemon y col., 1986). Los virus con
genoma no segrentado o con pocas especies de acidos nucleicos en su
ciclo replicativo, no ofrecen la posibilidad de visualizar pequefias
diferencias (a veces de muy pocos nucleétidos) que existirian entre

virus de una misma especie.

Al igual que en el caso de las proteinas, la ruptura del Acido
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nucleico en fragmentos de oligonucledtidos y su zeparacion en geles
en dos dimensiones, permiten un arilisis mis detalladv. La relacidn
entre la cepa vacunal de poliovirus Sabin tipo 2 con aislamiento de
un enfermo paralitico se demostrd por los mapas ce olignonucléotidos.
Las alteraciones en ellos aparecieron gradualmente a lo largo de tres
afios de estudio, reteniendo la mayoria de las marcas caracteristicas
de la cepa vacunal por un periodo largo de tiempo, lo que permitid

confirmar el origen vacunal de la infeccidn (Yomeyama y col., 1982).

Estudios con reasortantes.

Los virus con genoma fragmentado también ofrecen la posibilidad
de cbtener reasortantes por coinfeccidn en células sensibles. Fué asi
que utilizando dos rotavirus de distinto serotipo, que diferia entre
si mas de 50 veces en sus dosis diarreicas 507, se obtuvieron reasor-
tantes por las técnicas tradicionales.los fenotipos de ellas fueron
analizados determinandose la movilidad de lcs segmentos de ARN en ge-
les de SDS-poliacrilamida, por comparacién con los obtenidos simulta-
neamente con las cepas parentales. Las dosis diarreicas de las reasor
tantes fueron calculadas por infeccién en animales. Los resultados de
e;tos estudios muestran que la diferencia en la virulencia fué debida
al gen 4. Este gsn codifica para una proteina de la cépside externa,
cuyo clivaje estd correlacionado con un incremento en la infectividad
viral in vitro y que tendria un rol importante en la virulencia en
el tracto gastrointestinal. Esta metodologfa ofrecerfa la posibilidad
de variar la virulencia de los rotavirus por la formacién de reasortan
tes con el gern 4 de una cepa atenuada y los otros genes de cepas paté-

genas (Offit y col., 1986).
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Analisis secuencial del ARN.

Mutaciones espontaneas se acumulen en el genoma de los virus
ARN con velocidades muy altas (Holland y col., 1982). De esta forma
es problematico correlacionar las alteraciones de un gen con cambios
especificos en las propiedades biolégicas de los virus.

Comparando la secuencia nucleotidica del gen de la neurcaminida
sa de una cepa aviar del virus Influenza avirulenta con uvna derivada
virulenta se observd, en un periodo de 6 meses, 8 sustituciones en
2se solo gen (Deshpande y col., 1985). En este caso, es dificil esta
blecer cual de esas mutaciones podrian alterar la virulencia del vi-
rus.

En otro caso, la sustitucidén de un mucledtido del gen S1 de un
rotavirus, que resulta en un cambio de lisina a 4cido glutimico en su
hemoaglutinina, altera su virulencia fenotipica (Kaye y col., 1986).
Ambas cepas, la parental y la derivada, tienen crecimiento similar en

el intestino, pero difieren en su neurovirulencia y neurotropismo.

Arilisis de los fragmentos producidos por enzimas de restriccidn.

El gendma de las cepas del virus Herpes tipo 2 aisladas en Ja-
2on y Suecia fueron comparados por el anilisis de los fragmentos pro-
ducidos con 5 enzimas de restriccidén. Varios sitios de restricciédn
fueron analizados y mostraron variaciones significativamente entre las
muestras de los dos paises y también en cada uno de ellos (Sakaoka y
co0l.,1987). Sin embargo, la mayoria de los aislamientos en cada zona
fueroh gehéticamente mas relacionados entre si que con los del otro
pafe. Se sugirib, en ese caso, que unos pocos progenitores genética-

mente similares del virus Herpes 2 existieron en cada zona y evolucio

naron independientemente.
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Técnicas de hibridizacién ARN-ARN.

Esta metodologia se empled para estudiar la relacibn genética
entre cepas de rotavirus aisladas de infantes asintomiticos y cepas
obtenidas de nifios enfermos (Flores y col., 1987). Mediante dos ensa-
yos distintos (Northern-blot e hibridizacidn en solucidn en condicio-
nes restringidas) se encontrd que el gen 4 de los casos asintomaticos
fallaba en hibridizar con los correspoindientes genes recobrados de
enfermos, independientemente de la especificidad serotipica. Al mis-
mo tiempo, el gen 4 de las cepas asintomiticas fui altamente conserva
do. Esto sugeriria que la diferercia entre los dos grupos analizados
se deberia, al menos en parte, a la diferencia en el preducto del gen

4. ~

ANTECEDENTES EN ARENAVIRUS.

Hasta el presente, algunas de las metodologias recién comentadas
han sido aplicadas a la familiaArenaviridae.El analisis de los pépti-
dos tripticos de la proteina N de los virus Pichinde (cepa prototino)
y Pichinde Munchique (aislamierto atenuado del mismo virus) demostrd
que las dos cepas pueden ser distinguidas por esta técnica (Vezza y
col., 1980). Asimismo, los fragmentos obtenidos por la ruptura de los
segmentos S y L del ARN de las cepas WE y ARN del virus LCM permitie-
ron diferenciarlas (Kirk'y col., 1980).

Se han obtenico reasortantes de LM con cepas de distinta viru-
lencia: ARM, WE y Traub. Usando estas reasortantes y las cepas paren-
tales se ha denostrado que la perturbacidn en la sintesis de la hor -
mona de crecimiento en ratones C3H esti asociada al S ARN (Riviere y

col., 1985 c). También que el L ARN esti asociado con una infeccién
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aguda fatal en cobayos adultos (Riviere y col., 1985 b).

En otro estudio, se encontrd que las reasortantes con genotipo
WE/ARM y TRAUB/ARM causan una enfermedad letal en ratones BABLB/C,
que no se produce con las cepas parentales o las reasortantes inver-
sas. Estos resultados no esperados podrian explicar los brotes de vi-
rulencia de un agente infeccioso (Riviere y Oldstone, 1986).

De aqui la importancia del analisis bioquimico realizado en pa-
ralelo con los ensayos bioldgicos para obtener una caracterizacidn
completa de cepas virales. De omitir los estudios bioquimicos de las
reasortantes virulentas del virus LQM recién citadas (Riviere y Olds
tone, 1986) podrian no ser diferenciadas de las cepas parentales avi-

rulentas por los métodos seroldgicos Tonvensionales.
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OBJETIVOS.

Hasta el presente, el estudio de las propiedades bioldgicas del
virus Junin se ha centrado en la caracterizacidon de la patogenicidad
de este agente para distintos modelos animales. Dicho analisis se ha
efectuado principalmente con la cepa prototipo patdgena XJ y sus de-
rivadas atenuadas XJC13 y XJO.

El objeto de este trabajo de investigacidn fué estudiar en for
ma comparativa varias cepas patdgenas y atenuadas de virus Junin a
fin de establecer las propiedades diferenciables entre las mismas.
Con ese fin se determinaron las caracteristicas de la interaccién de
las cepas con células.Vero comparanda especialmente sus ciclos repli
cativos y capacidad citopatogénica in-vitro. También se establecieron
las relaciones antigénicas mediante reacciones de neutralizacidén cru-
zada, lo que permitid un ordenamiento de las cepas estudiadas a través
de un dendrograma.

La posibilidad de encontrar caracteristicas diferenciales entre
estas cepas contribuira al estudio de la variabilidad del virus Junin
en la naturaleza y al establecimiento de parametros que puedan rela-

cionarse con la virulencia de las mismas.
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MEDIOS.

MEDIO DE CRECIMIENTO CELULAR (MC):

Medio esencial mirimo de Eagle (MEM) en solucién salina balan-
ceada de Earle, con glutamina y aminodcidos no esenciales (Medio sin
tético Gibco), suplementado con 5% de suero bovino Gibco inactivado

a 562C 30 minutos y 50 pg/ml de gentamicina.

MEDIO DE MANTENIMIENTO CELULAR (MM):

Medio basal de Eagle (MBE) en solucidén salina balanceada de Ear
le, con glutamina (Medio sintético Gibco), suplementado con 3% de sue

ro bovino inactivado y 50 ug/ml de gentamicina.

-

MEDIO PARA LA MARCACION DE PROTEINAS CELULARES Y VIRALES:

Medio basal de Eagle en solucién salina balanceada de Earle, sin
metionina y/o leucina, suplementado con 37 de suero bovino dializado

y 50 pg/ml de gentamicina.

MEDIO DE PLAQUEO (MP):

Medio esencial minimo de Eagle de doble concentracién (MEM 2X),
suplementado con 47 de suero bovino y 100 }Jg/ml de gentamicina. En el

momento de ser usado se mezclaron vol(menes iguales de MEM 2X y agar

al 2% en agua destilada.

SOLUCIONES.

SOLUCION BALANCEADA DE FOSFATOS (PBS):

Pata 10CO ml.
ClNa 8,00 g.
CIK 0,20 g.

t



P04H2K 0,20 g.
POAHNaz. 2 HZO 1,44 g.

BUFFER PARA RADIOINMUNOPRECIPITACION (RIPA):

Tris-ClH pH 7,4 0,01 M.
ClNa 0,15 M.
SDS 0,1 %
Tritén X-100 1 yA
PMSF 0,4 mM
Deoxicolato de Na 1 yA

BUFFER DE MUESTRA PARA ELECTROFORESIS (PAGE 1X):

Tris-ClH pH 6,8 = 0,0625
SDS 5
Glicerol 10
2-mercaptoetanol 2

Azul de bromofenol 0,005

BUFFER DE CORRIDA PARA ELECIRQFORESIS:

Tris-CIH pH 8,8 0,05
sbS 0,1
Glicina 0,055

GEL DE RESOLLCION:

Acrilamida~bisacrilamida 12

Tris-ClH pH 8,8 0,375
b9 0,1
TEMED

S,0g (NH,),

A
YA
%

%

&,



GEL DE SEPARACION:

Acrilamida-bisacrilamida 3,8 %
Tris-CIH pH 6,8 0,125 M
SDS 0,1 %
TEMED
5,05 (NH,),

COLORANTE :

Azul brillante de Coomassie R.250 al 0,257 en metanol: agua:

4cido acético glacial (50:50:10).

DECOLORANTE:
Metanol: agua: &cido acético glacial (50:880:70).

SOLUCION CENTELLEADORA:

.Tritén X-100 500 mg.

PPO 8,25 g.

Dimetil-POPOP 150 mg.

Tolueno 1.000 ml.
REACITVOS.

35

S-metionina New England Nuclear 1.030 Ci/mmol.

34-leucina New England Nuclear 111,1 Ci/mmol.

ANIMALES.
RATONES BLANCOS:

Se usaron ratones albino suizo cepa OF1 Iffa Credo Lyon, Francia;
criados en el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,

cuyas edades fueron rigurosamente controladas.
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‘COBAYOS.
Animales de la cepa Harley de 300 gramos de peso. Para estudios
de patogenicidad se incoularon 1.000 UFP de cada cepa de virus Junin

por via intramuscular en la pata posterior izquierda.

CONEJOS

Animales adultos utilizados para obtener inmunosueros.

CULTIVOS CELULARES.

CELULAS VERO:

Se utilizaron células Vero (rifiéri~de mono verde africano (Cerco-

pithecus aethiops) cultivadas en monocapa. La linea se mantuvo por re-

piques semanales en medio de crecimiento.

CELULAS BHK-21 CLON 13:

La linca BHK-21 (rifibn de hamster bebé) fué crecida en monocapa
en iguales condiciones y medios de cultivo que los utilizados con la

linea Vero.

VIABILIDAD CELULAR.

Se gembraron distintas concentraciones de células Vero en tubos
de eisayo. A las 24 hs, sc tomaron muestras de cada concentracién que

se procesaron por <dos métodos: una serie de tripsind, resuspendié en
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MM y se diluyé al medio con azul Tripan 0,47%. Las células se incubaron
5 minutos a temperatura ambiente y se contaron en camara de Newbawer.
A la otra serie se la fijo durnate 10 minutos con formol 107 y se la
colored con cristal violeta 0,05% durante 30 minutos. Al cabo de dicho
tiempo, se retird el colorante y la monocpa fué lavada con agua y se-
cada al aire. El colorante se eluyd con 1 ml de etanol 507 - acido a-
cético 0,17 y se midié la DO a 590 nm. Se halld la relacién entre el
nimero de células viables (calculadas por la exclusién del colorante
vital) y la cantidad de cristal violeta absorbido por las mismas (cal

culado por la DO a 590 mm) (Figura 4).

VIRUS.

JUNIN (VJ):

Se utilizaron cinco cepas de VJ cuyos origenes,lugar y afio de ais
lamiento e historia de pasajes se detallan en el Cuadro 3. las cepas
Xy XJCI3 se mantienen en nuestro laboratorio por pasajes en cerebro
de ratén lactante (CR). La cepa MC, fué proporcionada por la Dra. Maria
Inés De Mitri del Instituto Nacional de Microbiologia ''C. G. Malbran'
enJéu pasaje 82 en cerebro de ratdon. La cepa IV&&S& fué cedida por la
Pra. Marta S. Contigiani del Instituto de Virologia de la Universidad
d= Cérdoba. La cepa AN9446 fué provista por la Dra. Susanz Merani de
1a Chtedra de Microbiologia de la Facultad de Medicina de Buenos Aires,
gtien la recibiera de la Dra. M. S. Contigiani. Independientemente de
los pasajes anteriores, todas las cepas fueron‘clonadas tres veces en
células Vero por el método de la dilucién limite por formacidén de pla-

cas bajo agar y amplificadas en células BHK-21.
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PREPARACION DE STOCKS DE VIRUS JUNIN.

CEREBRO DE RATON I.ACTANTE:

Se inocularon ratones de 24-48 hs de edad por via intracerebral
(i.c.) con 200 UI'P de virus. A los 7 dias post-inoculacién (p.i.) se
sacrificaron los animales y se cosecharon los cerebros. Se prepard
un homogenato al 10% p/v de cerebro de ratén en PBS (pll 7,4) contenien
do 10% de suero bovino inactivado. Fl homogenato se centrifugd a
13.000 g durante 30 minutos a 42C y el sobrenadante se fracciond y

se utilizd como fuente de virus, conservandolo a -702C.

CULTIVOS CELULARES:

Se infectaron monocapas de células BHK confluentes con una muiti
plicidad de infeccidén (m.i.) de 0,02 UFP/célula. El indculo se dejd
adsorber 1 h a 372C. Se lavaron las células con PBS y se agregd medio
de mantenimiento. A los 6 dias p.i. se cosechd el sobrenadante y se
centrifugd a 900 g durante 15 minutos para eliminar los restos celula-

res.” El sobrenadante se fracciond y se conservd a -70°C.

¥
LFIGRMINACION DE LA INFECTIVIDAD.

TITULACION PCR EL METODO DE FORMACION DE PLACAS BAJO AGAR (UFP):

Se utilizd el método tradicional de formacién de placas bajo a-

gar con las modificaciones realizadas por Damonte y Coto (1974) para
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la titulacidn del VJ. Monccapas confluentes de células Vero se infecta
ron con 0,2 ml de la dilucién adecuada de la muestra a titular. Se de-
j6 adsorber el indculo durante 1 hora a 37°C con agitacién periddica.
Luego de ese tiempo se retird el indculo, se lavé la monocapa con PBS
y se cubrid con medio de plaqueo. Las botellas se incubaron en forma
invertida durante 7 dias a 372C. Al cabo de dicho tiempo, las células
se fijaron con formol 10% durente 30 minutos, se retirb el ager y la
monocapa se tifid con cristal violeta 0,17 durante 15 minutos. Se uti-
1izarca dos botellas por dilucidn y los titulos se calcularon en base
al nimero de placas, volumen de inbculo y dilucidn consideradz, de a-
cuerdo a la fdrmula:

Titulo (UFP/ml) = N2 de placas / volumen x dilucién.

TITULACION POR OBSERVACION DE LA ACCION CITOPATOGENICA (ACP):

Se inocularcon células Vero crecidas en tubos de ensayo o en mi-
croplacas de pléstico de 24 pozos respectivamente con 0,2 ml o 0,1ml
de cada dilucién decimal seriada de virus. El indculo se dejd adsor-
ber ura hora a 37°C, renovandolo por MM una vez pasado ese tiempo. Las
dilucicnes se inocularon por cuadruplicado. lLos cultivose se observa-
ron diariamente al microscopio 6ptico durante 10 dias, registréndose
la evolucidn e intensidad de la ACP. La misma se tabuld arbitraria-
mente dz2 +1 a +5 de acuerdo al siguiente criterio:

grado +1 : ¢ 20% de la monocapa alterada.

grado +2 : de 20 a 40% de la monocapa alterada.
grado +3 : de 40 a 607 de la monocapa alterada.
grado +4 : de 60 a 80% de la monocapa alterada.

grado +5 : > 80% de la monocapa alterada.
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La dosis infectante 507% para cultivo de tejido (DICT50> se calcu-
16 de acuerdo al método de Reed y Miench (1938).

CUANTIFICACION DE LA ACCION CITOPATOGENICA:

Adaptacidn de la técnica de Ito (1984).Se infectaron células Ve-
ro crecidas durante 24 horas en microplacas de 24 pozos con cuatro ce-
pas de VJ a dos multiplicidades de infeccién (m.i.): 0,2 y 0,02 UFP/
célula. Cultivos sin infectar se utilizaron como control. Los cultives
se fueron fijando en formol 107 durante 10 minutos a distintos dias p.i.
Al finalizar el ensayo, todos los cultivos fijados se procesaron en
paralelo para determinar el efecto citolitico de las distinias cepas
virales. Para ello todas fueron tefiidas y decolorzdas en forme analo-
ga a la descripta,para células no infectadas,en viabilidad célular
(Materiales y Métodos). Se calculd el porcentaje de destruccién de las

monocapas infectadas como:

% de destruccidén = 100 - (DO590 (muestra)/Dosgo(control)) x 100

TITULACION EN RATONES LACTANTES:

Se inocularon 0,02 ml de cada dilucidn decimal seriada de virus
por via intracerebral (i.c.) en ratones de 24-48 hs. Se utilizaron lo-
tes de 9 ratones por dilucidn. Se observd la morbimortalidad y se re-
gistrd el dia de muerte. La dosis letal 50% (DLSO) se calculd de acuer

do 21 método de Reed y Miech (1938).

TITULACTON EN RATONES DE 14 DIAS DE EDAD:

Se realizé con la misma técnica que la titulacidn en ratones

lactantes, inoculando 0,02 ml de dilucines de virus por via i.c.



%,

CLONADO DE VIRUS JUNIN EN CELULAS VERO.

Se infectaron monocapas de células con 50 UFP de VJ. El indculo
se dejb adsorber 1 hora a 379C. Pasado ese tiempo, se lavd la monoca-
pa con PBS y se cubrid con medio de plaqueo. Los cultivos se incubaron
a 379C durante 6 dias, al cabo de los mismos se agregd un volumen me-
nor del medio anterior adicionado de rojo neutro 1:1000. El colorante
se dejdé difundir 24 hs a 372C y se picaron las placas visibles. £l vi-
rus asi recogido se amplificé en células BHK-21 o se clond nuevamente
con el mismo procedimiento, previa dilucién al décimo o ceniécimo.

Los titulos de los stocks de las cepas de VJ utilizadas en este

trabajo se muestran en el Cuadro 4.

CURVA DE CRECIMIENTO VIRAL.

Monocapas de células Vero se infectaron a las 24 hs de sembra-
das con las cepas de VJ con una m.i. de 0,1 UFP/ctlula. lLuego de pasa-
do el tiempo de adsorcién, se retiraron los inéculos y los cultivos
se incubaron a 372C con medio de mantenimiento. Se cosecharon los
schrenadantes diariamente, se centrifugaron a baja velocidad para eli-
in‘nar los restos celulares y se conservaron a -702C hasta el momento

de ser titulados por UFP.

SINTESIS DE PROTEINAS CELULARES.

Para medir la incorporacidn de 3H-leucina en cultivos celulares
se utilizo la técnica de Ball y col. (1973) modificada por Mersich
(1%80). Cultivos de células Vero crecidos en viales de contador de cen
telleo liquido fueron infectados con las cepas de VJ e incubados con

medio de mantenimiento a 372C. A los tiempos indicados en cada experi




Cuadro 4: Titulo de los stocks de las cepas de virus Junin.

CEPAS DE .
TITULO*  (UFP / ml )
VIRUS JUNIN
XJCl, 5.48 x 10°
6
XJ 4.72 x 10
6
MC, 3.45 x 10
Iv 8.35 «x 10°
4454 '
AN 4.00 x 10°
9446 :

it Titulo obtenido en células Vero.




3.

mento los cultivos fueron marcados con 1 uC/ml de 3H-leucina durante
30 min .Una hora y media antes del periodo de marcacién, el medio fué
renovado por medio sin leucina. Luego de la marcacidn se agregd 4 ml

de PBS en cada vial y se incubd a 4°C durante 15 min para detener la

-incorporacién. Se descartb el sobrenadante y se precipitaron las protei

nas con 1 ml de Acido perclérico 1,57 durante 15 min a 4°C.Pasado ese
tiempo se descart6 el fijador y se lavaron las monocapas con PBS.Final
mente todos los materiales fueron hidrolizados en HONa 0,1 N durante
4 hs y se registrd la radioactividad emitida en un contador de cente-
1leo liquido previo agregado de 3 ml de mezcla centelleadora. En todos
los casos se calculd el porcentaje de incorporacién del precursor mar-

cado en las células infectadas con respecto a las células sin infectar.

PASAJES CONCENTRADOS DEL VJ EN CELULAS VERO.

Se infectaron células Vero de 24 hs con cepas de VJ a una m.i.
de 2 UFP/célula durante 1 hora a 37°C. Se descartd el virus no adsor-
bido, se lavaron las células con PBS y se cubrieron con MM reincuban-
dolas a 37°C. Al 4¢ dia p.i., se cosechd el sobrenadante, se centrifu-
gd a 900 g y se congeld a -70°C. Este material se denomind PG, (pasaje
concentrado  ndmero 1). Para obtener PC, se infectaron células Vero con
0,2 ml de PC1 sin diluir procediendo exactamente como en el caso ante-

rior y asi sucesivamente hasta obtener PC7

OBTENCION DE INMUNOSUEROS.

PREPARCION DE LAS DOSIS INMUNIZANTES:

Se utilizaron monocapas confluentes de células Vero de 24 hs,
crecidas en botellas de 500 ml, las que fueron infectadas con una m.i.
de 0,1 UFP/célula de cada cepa de virus.Los sobrenadantes se cosecha-

ron al 32 y 42 dia p.i. obteniéndose un volumen aproximado de 150 ml
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por cultivo, el que fué centrifugado a 100.000 g por 15 min para se-
parar los restos celulares y luego ultracentrifugado a 100.000 g por
2 hs para concentrarlo. El sedimento obtenido se resuspendidé por so-
nicacidn en el volumen necesario de PBS como para concentrar 100 ve-
ces el material de origen. El virus concentrado se distribuyd en ali-
cuotas que fueron tituladas por el método de UFP y que constituyeron

las dosis administradas (aproximadamente 106 UFP/ml).

INMUNIZACION DE ANIMALES:

Se inocularon conejos adultos por via intravenosa (oreja). El
esquema de inoculacién fué de 4 dosis de 1 ml de virus concentrado
cada 8 dias. A los 10 dias de la Gltima dosis los animales fueron san
grados por puncidn cardiaca. La sangre obtenida se dejé coagular 1
hora a 372C y luego se mantuvo a 42C durante 20 hs para permitir
la retraccion del codgulo. Al cabo de ese tiempo se centrif:igd duran
te 30 min a 7.500 g. El suero asi obtenido se fracciond en alicuotas

y se conservd a -209C.

ENSAYO DE NEUTRALIZACION VIRAL.

Los sueros fueron inactivados durante 30 min a 562C para de-
complementarlos. Se realizaron diluciones seriadas al 1/2 en MM. Se
mezclaron volGmenes iguales de las diluciones de suero con una sus-
pensién de 200 UFP/0,2 ml de virus. Una serie que sirvié como control,
se prepar6 diluyendo suero normal de conejo en forma similar a los
sueros inmunes antiVJ y mezclandolos con la misma suspensidn viral.
Ambas series se incubaron a 372C durante 60 minutos. Se inocularon

monocapas de células Vero con 0,2 ml de cada muestra, titulandose la
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infectividad residual por el método de UFP. El titulo de los inmunosue
ros se calculd como la inversa de la dilucidn de suero con capacidad
de neutralizar el 507 de las placas del control.

CALOULO DEL COEFICIENTE dZ.

El coeficiente taxondmico de distancia d2 fué usado para medir
las relaciones antigénicas entre dos cepas de virus. Este ha sido de-

finido acorde a la férmula de Beyer y Masurel (1985):

2
<xij‘xik)

n-1

donde: i = un antisuero, j y k = dos cepas de virus comparadas entre
si,n= nGmero de antisueros; X350 Xik log de los titulos de las ce
pas j y k con el antisuero 1i.

Con estos coeficientes se obtuvo una matriz de datos los que fue
ron ajustados por el método de grupos de pares pesados usando el pro-
medio aritmético, tal como la describe Sneath y Sokal (1973). Este
método consiste en elegir el par de cepas que posean el coeficiente
mas pequefio en la matriz (virus mis relacionados), promediar los indi
ces de ese par y considerarlos como un solo valor para construir una
nueva matriz reducida. Luego se repite el procedimiento anterior eli-
giendo nuevamente el par de cepas de coeficiente menor de la segunda
matriz y asi sucesivamente hasta que todas las cepas se integren en
grupos y por lo tanto se relacionen entre si. Con los indices encontra

dos en los grupos formados se construyd un dendrograma.
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ANALISIS DE LAS PROTEINAS VIRALES EN CELULAS INFECTADAS.

MARCACION DE LAS CELULAS:

Se infectaron células Vero crecidas en botellas de 15 ml con las
cuatro cepas de VJ en estudio a una m.i. de 1 UFP/célula. Luego de 1
hora de adsorcién a 37°C, se retird el inéculo y las células se incu-
baron con medio de mantenimiento durante 48 hs a la misma temperatu-
ra. Transcurrido ese tiempo, se lavaron las monocapas con PBS y se a-
gregd 2 ml de MM carente de metionina. Después de 2 hs de ayuno en e-

35S-metionina .

sas cordiciones se agregd a cada botella 50 JC/ml de
Se continudé la incubacidn durante 4 hs. Luego se volcaron los sobrena
dantes, se lavaron las monocapas con PBS y se resuspendieron en 1 ml
de buffer RIPA. La suspencidn de células se sometid a tres ciclos de
congelado y descongelado. Finalmente se sonicd durante 60 segundos en
un Sonifier Cell Disruptor,Model 185 Heat Systems Ultrasome. Se cen-
trifugd durante 30 minutos a 10.000 g y el sobrenadante se utilizd
como fuente de antigenos virales para la prueba de inmunoprecipita-

cién (Harnish y co0l,1981). El mismo tratamiento se realizd con células

no infectadas.

INMUNOPRECIPITACION:

Se incubaron 300 pl de cada extracto ultracelular con 50 ul de
suero hiperinmune homélogo durante 30 min a 372C y 90 min a 42C. A
cada mezcla se agregd 100 ul de anti § globulina de conejo obtenida
en cabra. La mezcla obtenida se incubd 30 min a temperatura ambiente
y 90 min a 4°C, el precipitado formado se sedimentd por centrifuga-
cién a 10.000 g durante 30 min , se lavd tres veces con buffer RIPA

y se resuspendi6 en 50 ul de buffer muestra para electroforesis (PAGE).



NN SOE OGNS MEE BN B pum onS B n NS BN AN N N om wf D BN R SR M e .

b0,

Las muestras se calentaron durante 3 min en bafio de agua hirviendo

y se conservaron a -702C hasta el momento de siembra.

ELECTROFORESIS EN GEL:

Se utilizaron geles planos de poliacrilamida segin el sistema
de Laemmili (1970) y con la modificacidn en el sistema buffer de
Marsden (1972). Para la resolucién de las proteinas se preparé un gel
con una solucién de acrilamida 127 en buffer Tris-HCl 0,375 M y agen-
tes polimerizantes TEMED y persulfato de amonio.

Sobre el gel de resolucidn se agregd un pequefio volumen de gel
separador consistente en una solucién de acrilamida 3,87 en Tris-HCl
0,125 M y los mismos agentes polimerizantes. En el gel asi preparado
se sembraron 25 ul de cada muestra y se sometieron a electroforesis
a 150 voltios a 4°C hasta que el frente de corrida entrd en el gel de
resolucién. A partir de ese momento se subid el voltaje a 180 voltios
prosiguiendo la corrida hasta que el colorante alcanzd la parte infe-
rior de la placa (aproximadamente 8 hs). Junto con las muestras de
inmmoprecipitados se sembrd en una linea 15 ul de marcador de peso
molecular de proteinas. Terminada la corrida el gel se tifi6 con una

solucidén de Coomassie y se decolord con solucibén decolorante.

FLUOROGRAFIA.

Una vez destefiidos los geles se preapraron para fluorografia de
acuerdo al método de Booner y Lasky (1974). Para ello se sumergid el
gel en dos bafios sucesivos consistentes en 20 volGmenes de dimetilsul-
féxido (DMS) durante 30 min cada vez. Luego se sumergid el gel en una
solucién de 2-5 difenil osaxol (PPO) al 20% en DMS durante 3 hs. Final

mente se colocé el gel en agua hasta el dia siguiente. Se secd por a-



plicacién de vacio y calor. Una vez seco el gel se puso en contacto
con una pelicula Kodak X-OMAT Rp a -702C en oscuridad. Después de un
periodo de 15 a 20 dias se revelaron las placas con una solucidn de
revelador Kodak GEX durante 1 min y luego de lavarlos en acido acéti-
co 0,1% se fijaron en fijador Kodak. Todo el proceso de revelado se

realizd a temperatura ambiente.
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PATOGENICIDAD EN ANIMALES.

I. COBAYOS.

El cobayo es una de los animales de laboratorio mis sensibles al
VJ. La mortalidad que produce en este huésped parece correlacionarse
con la mayor o menor patogenicidad para el hombre (Avila y col., 1979).

Para conocer la respuesta de estos animales ante la inoculacién
con las cepas de VJ en estudio, se inocularon 10 cobayos con 1.000 UFP
de cada una de elllas. Diez controles normales se mantuvieron en igua-
les condiciones durante toda la experiencia. Todos los animales es ob-
servaron diariamente, registrandose su mortalidad durante dos meses.
Inmediatamente después de la muerte de cada animal infectado con las
cepas de Cordoba se practicd una autopsia, realizandose en todos los
casos una observacidén macroscdpica de los drganos internos. Todos aque
llos animales inoculados que murieron presentaron algunas o todas las
lesiones caracteristicas de la infeccién experimental del VJ en el co-
bayo, dependiendo de la cepa. No se observd muerte en ninguno de los
controles.

En la Figura 1 se muestran las curvas de mortalidad acumulativa
producidas por las cepas estudiadas. Se observa que la cepa XJ alcanza
una mortalidad del 100% con muertes entre los dias 11 y 13 p.i. y un
promedio del dia de muerte de 12. La cepa ANg, /6 llega a igual mortali
dad pero las muertes ocurren enunintervalo meyor de dias (11-18 p.i.)
y un promedio del dia de muerte de 14,5. Los animales inoculados con
MG, alcanzaron una mortalidad del 80%, muriendo entre los dias 13 y 21
p.-i. con un promedio de 18,2.IV4454 y XJCl3 fueron las cepas menos vi-
rulentas para cobayo, la mortalidad alcanzada por ellas fué del 30 y
207 respectivamente, siendo el promedio del dia de muerte de 21,8 y 20,2.
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Figura 1. Curvas de mortalidad acumulativa de cobayos inoculados con

cuatro cepas del virus Junin.
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La susceptibilidad del cobayo a la inoculacién intramuscular con
VJ permitid agrupar a las cepas analizadas en diferentes categorias:
cepas XJCl3 Y Vs, de baja virulencia, cepa MC, de virulencia inter-

media y cepas XJ y AN9446 de alta virulencia.

IT. RATONES DE 14 DIAS DE EDAD.

La patogenicidad que presenta el VJ en el ratdn, a diferencia de
lo que ocurre en cobayos, es dependiente de la edad del huésped y de
la via de inoculacién del virus. Se ha observado que la inoculacidn
intracerebral produce una mortalidad del 1007, en animales de 1 a 7 dias
de edad, mientras que ésta disminuye a un 7% si se infectan ratones
de mis de 30 dias de vida (Weissenbacher y col., 1975). Algunos inves-
tigadores han propuesto a los ratones de 14 dias como marcadores de
virulencia para las distintas cepas de VJ (Contigiani y Sabattini,1977),
ya que estos huéspedes presentaban indices de letalidad diferenciales
para las cepas catalogadas como patégenas o atenuadas en base a su efec
to sobre los cobayos.

Con el objeto de corroborar estos hallazgos y en base a datos ob
tenidos en nuestro laboratorio que demuestran una susceptibilidad ati-
pica a la infeccién por VJ en ratones de 11 a 14 dias de edad (Candurra
y Coto, 1986; Co&o y Lebn, 1978), se inocularon ratones de 14 dias con

Cuatro cepas en estudio y se calculd el indice de virulencia como el

cociente entre el titulo obtenido en células (UFP/ml) y el obtenido en
ratones (Dlg,/ml).

Como puede observarse en el Cuadro 5, se obtuvo un patron de vi-
rulencia similar al presentado por estas cepas en cobayos.La cepa XJ

fué la més virulenta para el ratén de 14 dias con un indice (en UFP/DL5 )
0
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Cuadro 5: Patogenicidad de las cepas de virus Junin para raton de

14 dias de edad.

TITULO

INDICE DE VIRULENCIA®

CEPAS DE
VIRUS UFP/ml™ DLso/ml# UFP / DL,
6 4
XJCl, 1,2x10° 8,7 x 10 13,79
6 5
3 2,1 x10° 3,0 x 10 7,17
6 5
g 4,0 x 10° 3,1 x 10 4,00
' 6 6
XJ 2,0 x 10° 1,5 x 10 1,33

"Titulo obtenido en células Vero.

#

9I’itulo éh UFP/ml/Titulo en DL5o/m1-

Dosis letales 507, para ratones de 14 dias de edad.
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c¢2 1,33. En orden decreciente se observa a AN9446 con 4 IV4454 con
7,17 y XJCl3 con 13,79. Sin embargo, el rango de variacidn en el indi
ce de virulencia entre la cepa mas atenuada (XJC13) y la mis virulen-
ta (XJ) es aproximadamente de un logaritmo, rango muy pequefio que di-
ficulta la caracterizacién de cepas intermedias.
Por lo tanto, aunque la infeccién del ratén de 14 dias de edad

ha permitido diferenciar las cepas XJ y XJCl3 este huésped no ha sido
itil para realizar una caracterizacién satisfactoria de la virulencia

de las cepas de VJ en estudio.

INTERACCION QON LAS CELULAS VERO.

I. PRODUCCION DE ACCION CITOPATOGENICA (ACP).

El virus Junin multiplica en una amplia variedad de cultivos ce-
lulares sin producir efecto citopético (Berria, 1977). Se conocen tres
lineas celulares dude el virus multiplica y causa destruccidn celular:
las células Vero, HeLa y MRC~5 (Boxaca y Savy, 1972; Mettler y col.,1961;
Gerrero y col., 1982). El sistema mis estudiado es el que se establece
en las células Vero por infeccién con la cepa XJC13. Este sustrato
permite visualizar una ACP mas definida y reproducible, caracterizada
por la formacién de acGmulos de células redondeadas que en los dias
posteriores & la infeécién aumentan en nimero y tamafio y se desprenden
dejendo &reas de lisis en la monocapa. Con otras cepas de VJ no se ha
realizado uri zrnélisis detallado de sus interacciones con las células

Vero.

1. Evolueibn de la ACP.

En este trabajo se analizd en forma paralela la infeccién de



cultivos de células Vero con cuatro de las cepas de VJ en estudio. En
la Figura 2 se muestra el grado y evolucidén de la ACP en cultivos in-
fectados a una m.i. de 0,1 UFP/célula. En nuestras condiciones de tra-
bajo, la cepa XJCl3 tuvo un comportamiento semejante al descripto an-
teriormente(Damonte, 1978). La ACP incipiente se observa al 22 dia p.i.
con la aparicidén de algunos grupos pequefios de células granulosas y
mis oscuras. Entre el 22 y el 62 dia p.i. el nimero de estos focos au-
menta y también su tamafio, siendo las células que los forman cada vez
mas redondas. En algunos focos las células centrales se desprenden. De
esta forma al 62 dia p.i. el 70% del cultivo estad compuesto por células
con morfologia distinta a las células del cultivo sin infectar. A par-
tir del 72 dia p.i. las células que sobreviven a la accién viral co-
mienzan a recuperarse y luego de una activa multiplicacibén reconstitu-
yen el cultivo, iniciéndose asi una infeccidn persistente.

La ACP causada por la cepa XJ también comienza al 2¢ dia p.i.
pero afecta a un mayor nimero de células que aparecen oscuras y con
aspecto granuloso, distribuidas por toda la monocapa. En los dias si-
guientes se observan focos mas definidos, que ya al 4° dia p.i., abar-
can el 80% de la monocapa y se pueden ver zonas importantes de despren
dimiento celular. A partir del 62 dia p.i. comienza la recuperacién
del cultivo que se completa el dia 14.

La cepa IV4454 muestra un comportamiento mis agresivo desde los
primeros diss p.i., con la produccién de muchos focos de células oscu-
ras y granulosas que aumentan rapidamente en nlmero y tamafio. Al 4°
dia p.i. la mayor parte del cultivo lo forman células redondas y se
observan zonas grandes de desprendimiento. Al 5° dia p-i. hay muy pocas
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Accidn Citopatogénica

68,

Figura 2. Grado y evolucién de la ACP en células Vero infectadas con cepas
de VJ.
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células adheridas al vidrio, algunas con morfologia normal y otras os
curas y granulosas. Esa pequeiia cantidad de células con morfologia se
mejante al cultivo control es la que, por sucesivas divisiones, recons
tituye lentamente la monocapa. Recién al dia 23 p.i. el cultivo estéa
totalmente recuperado.

Con la cepa MC, se observd una ACP mas moderada que la desarro-
llada con la cepa XJCl3 . Las pocas células que comienzan a alterar-
se al 22-32 dia p.i. forman focos pequefios que permanecen aislados.
Casi no se observa desprendimiento celular. Al 69 dia p.i. el porcen-
taje de células con morfologia alterada no excede el 507 del total.

La ACP aumenta durante la segunda semana de la infeccidn, con focos
de células redondeadas mis definidos y en algunos de ellos se observa
el desprendimiento de las células del centro. A partir del dia 14 p.i.
comienza la involucién de la ACP que procede en forma lenta. La recu-
peracién de la monocapa se obtiene recién al dia 24 p.i.

Se puede observar que la ACP del VJ en las células Vero es dife-
rente para cada una de las cepas estudiadas.lV,;s, es la cepa mas 1i-
tica en este sistema, luego le siguen, en orden decreciente, las ce-
pas XJ, XJCl; y MC,.

Todas las cepas presentan una ACP mayor que la descripta anterior
mente para la cepa XJCl; para una m.i. semejante (Damonte, 1978), ca
racterizada por su dia precoz de aparicién y una intensidad mayor en
el dafio celular. En nuestro caso se trabaj6é con poblaciones virales
obtenidas por clonado, es de suponer por ello, que la mayor citopato-

genitidad de las cepas estudiadas se deba a las caracteristicas cul-

turales de los stocks empleados.
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Independientemente del grado de intesidad y duracidn del periodo
litico de la infeccidn, todos los cultivos logran recuperar sus mono-
capas, las que fueron mantenidas por pasajes semanales durante los 80

dias subsiguientes.

2. Evolucidn de la ACP a distintas multiplicidades de infecciédn.

Es un fenémeno muy conocido que la ACP es regulada por la pre
sencia de particulas interferentes (PI) en los stocks. Se sabe que a
altas multiplicidades de infeccién (m.i.) se observa una menor accidn

1itica debida a interferencia (Help, 1980). Por dicha razdn se volvie

ron a repetir los experimentos utilizando esta vez, distintas m.i. para

ver si las cepas de VJ se comportaban de diferente forma.

A m.i. mayores de 0,1 UFP/célula se observé una destruccidn
casi total de la monocapa a las 72 hs con la cepa mas citolitica
(IV4454). Se ensayd entonces con menores m.i.

Se infectaron monocapas de células Vero crecidas en policube-
tas con las 4 cepas de VJ con m.i. entre 0,02 y 0,00002 UFP/célula.
Los cultivos se observaron durante 8 dias. Como se ve en la Figura 3
el tiempo de aparicién de la ACP depende de la dosis inicial de infec-
cién. Para la mayor m.i. las cepas IV 454 ¥ XJ comienzan la ACP al 2°
dia p.i., mientras que las cepas XJCl3 y MC2 lo hacen al 42 y 62 dia
respectivamente. A medida que dismimuye la m.i., la aparicién de ACP
es mhs tardia y alcanza valores menores en la escala previamente fi-
jada (ver Materiales y Métodos).

Bh lss cuatro m.i. ensayadas la aparicién e intensidad de la
ACP conserva un orden igual para las cepas. La cepa (I

V4454) es la que

produce ACP mis temprano mientras que XJ, XJCl, y MC,, estin retrasa
’




Figura 3. Evoluci6n de la ACP en células Vero infectadas con cuatro

cepas de virus Junin a distintas multiplicidades de infec-

cién.
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das en uno o dos dias entre si.

Con las m.i. utilizadas, los stocks de las cepas de VJ en estu-
dio no presentan el fendomeno de autointerferencia descripto por otros
autores para stocks preparados en cerebro de ratén lactante o con un

pasaje en cultivos de células Vero (Help, 1980)

3. Cuantificacidén de la accién citopatogénica.

Las observaciones descriptas en el punto 1 son cualitativas
y permitieron conocer la evolucidn del cultivo infectado desde la eta
pa de infeccién aguda a la persistente. Puesto que la observacién de
la ACP es de caracter subjetivo, se decidié utilizar un método que per
mitiera cuantificar la citopatogenicidad de las cepas para las células
Vero descripto en Materiales y Métodos.

En la Figura 4 se puede observar que existe una relacion li-
neal entre el nGmero de células del cultivo y la cantidad de cristal
violeta absorbido por las mismas. Cuando se infectaron células Vero
con las cepids de VJ a distintas m.i. y se utilizd este procedimiento
colorimétrico se pudo cuantificar el dafio celular en los cultivos.

La Figura 5 muestra los valores de destruccidn celular obte-
nidos al infectar monocapas con una m.i. de 0,2 UFP/célula. A esta
m.i. se puede cbservar que para las cepas IV445A y XJC13 la muerte ce
lular comienza al 12 dia p.i., siendo mAxima al 42 dia en que se al-
cenza una destiuccibn celular equivalente al 857 de la monocapa para
la cepa IVAASQ y del 65% para la cepa XJCL,. La accidn de la cepa XJ
se obsérva wurl dia mhs tarde, sin embargo, aumenta a mayor velocidad
que la desarrollada por la cepa XJC13. En cambio MC2 se diferencia

claramente de las anteriores por su baja capacidad citolitica que no



Figura 4. Relaci6n entre el nGmero de células y la incorporacién de colorante
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Figura 5. Efecto citolitico de las cepas de VJ sobre células Vero

(m.i. = 0,2 UFP/célula).
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alcanza niveles mayores al 307%.

A la m.i. ensayada, al 42 dia p.i. los cultivos infectados con
la cepa Vs, estaban completamente destruidos. Este hecho y las di-
ferencias en velocidad de produccién de dafio celular observadas con
las cepas XJ y XJC13, nos indujo a realizar el mismo ensayo pero a una
m.i. menor.

En la Figura 6 se presentan los resultados obtenidos cuando se
repitieron los experimentos infectando con una m.i. de 0,02 UFP/célu
la. En este caso la ACP comienza mas tardiamente y alcanza menores ni
veles de destruccidén celular para las cepas XJClg y MC, al 8¢ dia p.i.
que los observados al 42 dia p.i. a la m.i. mayor (Figura 5).

Se puede afirmar entonces, que hay una graduacidén en la citopa-
togenicidad de las cepas estudiadas; siendo esta mayor para las cepas
IV4454 y XJ y mas moderada para MC, . XJCl3 se comportaria como una ce
pa de accidn citopatogénica intermedia, siendo semejante a XJ a m.i.
de 0,2 UFP/célula y a MC, a m.i. de 0,02 UFP/célula.

Los valores cuantitativos del dafio celular obtenidos con esta
metodologia son semejantes a las apreciaciones cualitativas de la ob-
servacibn de la ACP, confirmando las diferencias encontradas en la

capacidad citopatogénica de las cepas de VJ en las células Vero.

IT. MORFOLOGIA DE LAS PLACAS PRODUCIDAS BAJO AGAR.

El virus Junin produce placas bajo agar al infectar células Ve-
ro confluentes. Las caracteristicas de morfologia y tamaiio de las pla-
cas que se obtienen en este sistema dependen del estado fisioldgico

de los cultivos utilizados (Damonte y Coto, 1974).
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En un énsayo preliminar se obtuvieron por este método los titu- ‘
los de las cepas que se utilizan en este trabajo (Materiales y Méto-
dos). Teniendo en cuenta estos titulos, se prepararon diluciones de
los stocks de las cuatro cepas de VJ para obtener aproximadamente 50
UFP en 0,2 ml. Con cada uno de estos materiales se infectaron simulta
neamente cultives de células Vero.Todas las monocapas se originaron
a partir de un cultivo Gnico y se desarrollaron en idénticas condicio
nes desde el momento en que fueron sembrados hasta el final de la
experiencia. Estos recaudos se tomaron para minimizar las influencias
del sustrato celular.

Para conocer el dia de aparicidon de las placas y el mayor tamafio
alcanzado por las mismas, se procedid a revelar cultivos diarios a
partir del 5¢ y hasta el 92 dia. Este procedimiento se efectud con cada
una de las cepas ensayadas.

En el Cuadro 6 se muestran las caracteristicas de las placas para
las distintas cepas. Se puede observar que las cepas IV6454 y XJ son
las que forman placas mis temprano, liticas y de tamafio pequefio, mien-
tras que XJCl3 y MC, producen placas visibles al 72 - 82 dia, que son
turblas y de mayor tamario. Estas (ltimas caracteristicas se ven mas
acentuadas con la cepa MCZ.Las placas producidas por las cepas XJ e
IV4454 no aumentaron su tamafio en los dias posteriores.

Estos resultados estén de acuerdo con la capacidad citolitica
de cadd cepa reflejada en las Figuras 2, 5y 6.

Las cepas mAs citopatogénicas (XJ e IV4454) dan placas liticas
que se visualizan al 52 y 62 dia p.i. y las cepas con accién mis mode-

rada dan placas turbias a tiempos mayores.
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Cuadro 6: Caracteristicas de las placas producidas bajo agar por

cepas de VJ.
CEPAS DE VJ  DIA DE APARICION ASPECTO” TAMARO"
(dias) (diémetro en mm)
IV4454 5 liticas 1,2
XJ 5 liticas 1,3
X.JCl3 6 -7 turbias 1,6
°Ké 7-8 muy turbias 2,0

ol
Placas liticas: circulares, con bordes rectos, transparentes.

Placas turbias: circulares, con bordes irregulares, no transparentes.

* Tamafio determinado al 8¢ dia p.i.
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III. CURVAS DE CRECIMIENTO VIRAL.

Los resultados anteriores de la accidn citopatica y tipo de pla
cas producidas en células Vero por las cepas de VJ indicaban caracte-
risticas diferenciables entre ellas. Para corroborar estas diferencias
se cuantificaron los crecimientos virales.

En la Figura 7 se muestran las curvas de crecimiento extracelu-
lar de las cepas de virus Junin realizadas a una m.i. de 0,1 UFP/cé-
lula. El titulo de virus en todos los casos alcanza su valor maximo
al 3¢ dia p.i., a partir de ese dia los titulos decaen.

La cepa 1V,,5, es la que multiplica mas rapido, liberando aproxi
radamente 107 UFP/ml desde el 22 dia. Al 42 dia comienza a disminuir
la produccién viral. La ACP en este cultivo es muy marcada, las pocas
células que quedan adheridas no permiten detectar virus en el sobre-
nadante a partir del 62 dia. La cepa XJ muestra un comportamiento mas
gradual: el titulo del sobrenadante aumenta casi linealmente del 1°
al 32 dia p.i. con un ritmo aproximado de 1 log por dia. A partir del
42 dia p.i. disminuye la produccién viral y no se detecta titulo extra
celular en los dias siguientes al igual que con la cepa IV4454. La ce-
pa XJCl3 sigue un patrén similar a la cepa XJ, pero con valores meno-
res hasta el 32 dia. Luego de alcanzado su valor maximo, la declina-
cion es mas gradual, con titulos mayores a 10° UFP/ml hasta el dia 7¢
p.i. La cepa MC, multiplica en este sistema menos eficientemente, con
valores que no superan las 100 UFP/ml desde el 22 al 592 dia p.i.

La cepa X.JCl3 sigue patrones similares y que coinciden con los
datos aportados previamente (Damonte, 1978). XJ e IV,,s, Presentan
un perfodo de produccién viral més corto, donde se destaca una decli-

nacién muy pronunciada luego que es alcanzado el titulo méximo viral.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de cepas de VJ en células Vero

(m.i. = 0,1 UFP/célula).
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Por el contrario en la infeccidn con la cepa MC, pareciera establecer
se un estado estacionario que dura un periodo de cinco dias. Las cé-
lulas Vero parecerian ser menos permisibles para esta cepa. Asimismo,
la velocidad de produccién viral no es la misma para las cepas estu-
diadas, IV4454 es la cepa que alcanza comparativamente el mayor titu-
lo al 22 dia. Estas caracteristicas son resumidas en el Cuadro 7.

La replicacidén del VJ estaria relacionada directamente con su
capacidad citolitica en cuanto a la velocidad de produccién viral y
titulo alcanzado e indirectamente en la amplitud del periodo produc-
tivo. Por el contrario el dia en que se alcanza el mayor titulo viral

para cada cepa es independiente de la misma.

IV. EFECTO SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS DE LA CELULA HUESPED.

Resultd de interés en esta investigacidn, al encontrarnos con
stocks citoliticos, analizar con mas detalle la interaccidn del VJ con
su huésped. Para ello se estudid la sintesis de las proteinas celulares
en cultivos infectados con cuatro cepas de VJ, midiendo la incorpora-
cion de 3H-leucina en las primera horas p.i. antes que se observara
la ACP, como se indica en Materiales y Métodos.

Se comenzd midiendo la incorporacidn del precursor en cultivos
infectados con m.i. entre 5 y 0,025 UFP/célula, a las 40 horas p.i..
En la Figura 8 se muestran los valores obtenidos. Se puede observar
eri ella que la incorporacién de 3H-leucina es dependiente de la m.i..
A multiplicidad mayor de 0,5 UFP/célula, la inhibicién es directamen-
te proporcional a ella. Sin embargo, la capacidad de inhibir la sinte-
sis de proteinas celulares no es inherente a todas las cepas. La cepa

IV,454 produce un 607% de inhibicién a m.i. de 2,5 UFP/célula mientras
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Cuadro 7: Caracteristicas de la replicacién de las cepas de VJ
en células Vero.
CEPAS DE MAXIMO TITULO ALCANZADO DIA DE TITULO
VIRUS (UFP/m1)™ MAXIMO
6
XJ 4,7 x 10 3
v 9,4 x 10° 3
4454 ?
XJCl 3,8 x 10° 3 -4
MC 8,0 x 10° 2,3-5
2 ’ ’

. . ,
Titulo obtenido en células Vero.



Figura 8. Sintesis de proteinas celulares infectadas con cepas

de virus Junin.
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que la cepa MC2 .aln a esa m.i., no presenta diferencias con el con-
trol. Las cepas XJ y XJCl; muestran un comportamiento intermedio.

Se quiso determinar si la membrana de las células infectadas
presentaban alguna alteracidén respecto de la entrada de 3H-leucina
a las 40 hs p.i. Para ello fué necesario conocer la fraccién total
del precursor que penetraba en las células durante el pulso. Esa can-
tidad se considerd formada por dos fracciones. Una de ellas fué el
precursor precipitado luego de la hidrélisis (indice medido en el
experimento de la Figura 8), que en esta oportunidad llamaremos, para
distinguirla, fraccién insoluble. La otra fraccién la constituyd todos
los productos marcados que permaneciercn solubles luego de la accién
del agente precipitante (4cido tricloroacético), mis los eliminados
en los lavados con PBS. A la cantidad de 3H-leucina recuperada de es-
tas soluciones se la denominé fraccién soluble.

Para tal fin se infectaron células Vero con las cepas XJCl3 e
IV4454 con una m.i. de 2,5 UFP/célula. Se realizd el pulso de 3H-leu-
cina a las 40 hs p.i. en los cultivos infectados y en los controles
sin infectar. Pasado ese tiempo, se procedié en forma andloga que en
el experimento anterior pero recuperando al precursor de la fraccidn
insoluble (cpm al finalizar la hidrélisis) y de la fraccidn soluble
(cpm recuperadas de la solucién de agente precipitante y de las u-
tilizadas en los lavados).

Fn el Cuadro 8 se muestran los resultados obtenidos. Se puede
observar en él que los valores totales del precursor son semejantes
en los tras cultivos estudiados. Esto demuestra que la multiplicacién
del VJ en las células Vero a las 40 hs p.i. no altera la entrada de
3H-leucina.
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Cuadro 8: Distribucidn de 3H-leucina en cultivos normales e infectados.

FRACCION FRACCION
CULTIVOS i TOTAL
INSOLUBLE SOLUBLE
Sin infectar 1238* 3644 4882
Infectados con:
X.JCI3 884 3962 4846
IV4454 681 4114 4795

# cpm de incorporacidn de 3H-leucina. Valor promedio de cuatro mediciones.

* la definicidn de las fracciones solubles e insolubles se detallan

en el texto.



86,

Dado que la multiplicidad de 2,5 permitid distinguir un efecto
diferencial de las cepas en estudio, se eligié la misma para estable-
cer la cinética de la sintesis de proteinas celulares.

En la Figura 9 se puede observar que a partir de las 28 horas
p.i. la sintesis de proteinas en las células infectadas es dependien-
te de la cepa utilizada. Si bien MC2 tiene un comportamiento semejan-
te al control hasta las 48 hs p.i., las otras tres cepas inhiben en
forma variable la sintesis de proteinas. A las 40 hs p.i. las cepas
XJ, XJCl3 e IV4454 inhiben un 307% y a las 48 hs se observa para IV4454
un 55% de inhibicidn, para XJ un 427 y para XJCl3 un 38%.

De la observacién de las Figuras 8 y 9 se puede concluir que la
cepa IV4454, que fué la mis citolitica para las células Vero, inhibe
significativamente la sintesis de proteinas celulares; mientras que
MC,, la de menor citopatogenicidad, no afecta la sintesis de protei-
nas de las células Vero. Las cepas XJ y XJCl3 tienen nuevamente un

comportamiento intermedio.

V.SINTESIS DE PROTEINAS VIRALES EN CELULAS INFECTADAS.

En algunas familias de virus se han encontrado diferencias en
la movilidad electroforética de las proteinas entre distintas cepas
de una misma especie (Dietzchold y col., 1979). Hasta el momento,esta
variacién no ha sido estudiada para los arenavirus.

Al considerar el amplio rango de virulencia encontrado en las
cepas de VJ utilizadas fué de interés conocer si estas variaciones se
podrian correlacionar con alguna diferencia en sus protefnas.

Se comenzd este estudio analizando los polipéptidos de las ce-

pas de VJ inmunoprecipitados con sus sueros homdlogos de cultivos de



Figura 9. Cinética de la sintesis de protefnas celulares infectada
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células Vero infectados, marcados con 3

S-metionina y procesados como
se detalla en Materiales y Métodos. Simultaneamente se corrieron en
todos los geles marcadores de PM que se revelaron por tincién de pro
teinas previa a la fluorografia, lo que permitié conocer los PM de
las bandas originadas por los polipéptidos virales.

La fluorografia obtenida se muestra en la Figura 10. Las cuatro
muestras ensayadas muestran algunos de los polipéptidos del VJ previa
mente reportados: GPC, NP y G, (De Mitri yMartinez Segovia, 1985). El
precursor de las glicoproteinas GPC (64-67 K) y la nucleoproteina NP
(60-64 K) comigran en las condiciones utilizadas debido a la simili-
tud de sus PM. La glicoproteina G, se visualiza en la posicién 36-38K.
No se observd en este gel a la glicoproteina Gy» situacién ya infor-
mada por otros investigadores (De Mitri yMartinez Segovia, 1985).

No se observaron diferencias en la posicion de los polipéptidos
de las cepas utilizadas. La (nica variacibén es en la intensidad de
las bandas de cada cepa, siendo mas destacadas para XJCl; y menos de-
tectables para las otras, la cepa MG, presentd las bandas mas tenues.
Esta variacién podria deberse a diferencias en la reactividad de los
inmmosueros utilizados.

Ha sido comprobado en nuestro Laboratorio que los virus Junin
y Tacaribe son igualmente inmunoprecipitados por sus sueros homdlogos
y heterblogos (Damonte y col., 1986). Con este antecedente se realizd
un ensayo para comprobar la reaccién cruzada entre las cepas de VJ.

Siguiendo la misma metologia anterior se infectaron cultivos
con las cepas XJCl3 y XJ y se inmunoprecipitaron los polipéptidos vi-
rales con el suero antiXJCl3 ,» suero con el que se obtuvo las bandas

mas intensas en el experimento anterior.
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Figura 10. Sintesis de polipéptidos en células Vero infectadas con

las cepas de virus Junin.

Fluorograffa de los polipéptidos de extractos de células Vero infectadas

con las cepas: a) MCZ’ b) IVAASA’ c) XJC13, d) XJ y no infectadas: e) y f);

35 it ; : 2%
marcadas con S-metionina a las 48 hs p.i. e inmunoprecipitadas con sueros:

antiXJCL.
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En la Figura 11 se muestra la fluorografia obtenida. En esta o-
portunidad se pudo visualizar la posicion de los polipéptidos princi-
pales GPC, NP, Gy G2 y también las bandas de los polipéptidos meno-
res 88K y 25K (De Mitri yMartinez Segovia, 1985). No se observd dife-
rencia en la posicién e intensidad de las bandas de las cepas XJ y
XJCl3 lo que demuestra que el suero utilizado es igualmente reactivo
con su cepa hombloga y con la cepa heterdloga.

Se quiso conocer también la cinética de la sintesis de proteinas
de las cepas de VJ. Para ello se hizo la inmunoprecipitacidén de los
polipéptidos de las células infectadas con las cepas XJ, XJC13 e
IV4454 a distintos tiempos p.i., utilizando el suero antiXJCl3 que
mostrd ser el mis reactivo.

En la Figfura 12 se muestra la fluorografia obtenida. A las 24
hs p.i. las cepas XJCl3 e IV, , s, Presentan las bandas’ de los polipép-
tidos GPC, NP, G2 y 25K. En las células infectadas con XJ la glico-
proteina 62 esta ausente a ese tiempo. A las 48 hs p.i. se observa,
ademés de las proteinas presentes a las 24 hs, las bandas correspon-
dientes a G1 y 88K: asi como también G2 en la cepa XJ. A ese tiempo
se observa la sintesis mayor de proteinas para todas las cepas. A las
72 hs p.i. disminuye la intensidad de las bandas de los polipéptidos
en los tres casos analizados.

La cinética y el patrén electroforético de las proteinas virales
fué semejante con las tres cepas. El incremento de la sintesis de to-
das las proteinas virales hasta llegar al miximo a las 48 hs es también
miy similar. La cepa IV, ;54> §in embargo muestra mayor intensidad en
la marcacion de sus polipéptidos, lo que se correlaciona con la mayor

produccién viral observada en su curva de crecimiento en la Figura 7.
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Figura 11. Sintesis de polipéptidos en células Vero infectadas con

las cepas XJ y XJC13.

Fluorografia de los polipéptidos de extractos de células Vero infectadas

con lds cepas: A) XJCl3 y B) XJ, marcadas con 33

e inmunoprecipitadas con suero antiXJCl3.

S-metionina a las 48 hs p.i.
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Figura 12. Cinética de la sintesis de polipéptidos en células Vero

infectadas con las cepas de virus Junin.
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Al mismo tiempo'esta cepa es la que produce una inhibicién des-
tacada en la sintesis de las proteinas celulares. Este hecho podria
favorecer su mayor eficiencia de replicacidén y de sintesis de protei-

nas virales.

CARACTER TERMOS:SIBLE.

La eficiencia de multiplicacién de la cepa prototipo XJ y de su
derivada XJCl3 en las células Vero es semejante dentro del rango de
temperatura de 34 a 40°C (Ceriatti, 1985). Con el objeto de comparar
la capacidad de replicacidén de las cepas en estudio en ese rango de
temperaturas se titularon por el método de UFP a 37 y 40°C simultanea-
mente.

En el Cuadro 9 se muestran los titulos obtenidos a esas tempera-
turas y el indice de termosensibilidad (indice ts) de cada cepa defi-
nido como el cociente entre el titulo a 40°C y el titulo a 372C. En
todos los casos se observa que las cepas multiplican mejor a 37°2C que
a 409C, casi con un 507% mas de eficiencia a la menor temperatura. Es-
tos resultados, similares para las cuatro cepas estudiadas, son a su
vez, los obtenidos en nuestro laboratorio con los stocks de la cepa
XJCl3 (en células Vero) usados como controles en estudios de termo-
sensibilidad (Ceriatti, 1985; Candurra y Coto, 1986).

El caracter termoestable de las cepas de VJ analizadas en este
ensayo al igual que otros parametros antes descriptos como la patoge-
nicidad en cobayo, nos confirman que el clon elegido de cada cepa

para realizar los estudios de caracterizacién son representativos de

la cepa respectiva.



Cuadro 9: Titulacidn de las cepas de VJ a 37 y 40°C.

SRk M NN N AN S B A B A SE) B Sa BN N N D mE N N S En N . ‘

cepas pg T ITULO (UFP/qm1) ,
INDICE ts
VIRUS 379G 402G
XJCL, 9,30 x 10° 6,00 x 10° 0,64
v 2,55 x 10° 9,40 x 10° 0,37
4454 , , .
6 5
XJ 1,3 x 10 5,75 x 10 0,42
AN 1,48 x 10° 9.85 x 10° 0.67
9446 ’ ’ )
g 5 5
MG, 20 x 10 4,80 x 10 0,59
#

Indice ts = Titulo a 40°C / Titulo a 37°C.
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DETECCION DE PARTICULAS INTERFERENTES.

Varios investigadores encontraron una relacién entre la capaci-
dad citolitica de los stocks de arenavirus y la presencia o no de par
ticulas interferentes (PI) (Dutko y Pfau, 1978; Ldpez y Franze-Fernan
dez, 1985) , La mayoria de los stocks de VJ que fueron analizados en
nuestro laboratorio provenian de cerebro de ratdn o con un pasaje en
cultivos celulares (Help, 1980). El procedimiento por el cual nosotros
obtuvimos los stocks de esta investigacién (clonado en tres pasos su-
cesivos y posterior amplificacién a baja multiplicidad), minimiza la
produccién de PI (Huang y col., 1986).

Fué de nuestro interés conocer si la capacidad citolitica dife-
rencial de las cepas de VJ se debia a la presencia de distintos por-
centajes de PI.

La presencia de estas particulas en los stocks de VJ ha sido de-
mostrada por la proteccién que se observa al infectar cultivos con los
materiales concentrados: efecto llamado de prozona (Help, 1980). Para
caracterizar al material interferente en los stocks de las cepas en
estudio, se infectaron monocapas de células Vero con los materiales
concentrados y diluidos 1/10 y 1/100, titulandolos por el método de
formacién de placas.

Se pudo observar lisis total en los materiales concentrados y
casi total er los diluidos 1/10 para todas las cepas ensayadas. No
fue posible visualizar el fenbmeno de prozona en ellos, lo que demues
tra quée la proporcién de particulas interferentes presentes en las
cepas en estudio no es detectable por esta metodologia.

Un procedimiento descripto para enriquecer a los stocks virales
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en PI (Help, 1980) es realizar pasajes sucesivos a altas m.i. Siguien
do esas pautas se intentd conocer la capacidad de produccién de PI de
las cepas de VJ. Para ello se realizaron pasajes concentrados con las
cepas XJCl3 e IV, como se indica en Materiales y Métodos, los que
fueron titulados por UFP.

En el Cuadro 10 se muestran los valores de los titulos de los
sobrenadantes de los pasajes concentrados. Se puede observar que en
el sistema VJ-células Vero utilizado se obtiene una alta produccidn
viral infectiva en todos los pasajes realizados. La infectividad dis-
minuye del 12 al 32 pasaje en aproximadamente 1,5 log., pero vuelve a
aumentar a titulos semejantes a los del 12 pasaje en forma répida. Es
tos stocks se comportan en forma distinta a los stocks ricos en PI
descriptos por Help (1980), por el contrario serian semejantes a los
pasajes realizados en esa investigacidn a baja m.i. y, por ese motivo,
con baja produccién de PI.

Los altos titulos de los pasajes concentrados y la lisis total
que se observa al titular los stocks concentrados nos impiden cuanti-
ficar el porcentaje de PI.

Se puede observar que el comportamiento de las cepas IV

4454 Y

XJCl3 es similar en estos experimentos a pesar de ser IV

445, A ce-
pa de alta capacidad citolitica y X.JCl3 de accién moderada.

De todas estas osbervaciones se concluye que la proporcién de
PI en las cepas de VJ estudiadas es muy baja e independiente de la

capacidad citolfitica de cada cepa.



Quadro 10: Pasajes concentrados de cepas de VJ en células Vero.

TITULO (UFP/ml)

PASAJES

XJclg Vg4
Pcl* 1,3 x 10° 2,1 x 107
PC, 71 x  10° 4,0 x 10°
PC, 9,4 x 10 6,0 x 10°
PG, > 10° 8,3 x 10°
PC, > 108 3,1 x 10°
PC, > 10° 1,6 x 107
PC, > 100 1,6 x 10

BN SN SN O TOg NG NS G G NS WS o N Y T TN T U W U N I a2
-

) PC, = pasaje concentrado nimero x.
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RELACIONES ANTIGENICAS ENTRE LAS CEPAS DE VJ.

Como vimos en la Introduccién los virus del Complejo Tacaribe
dan reacciones serolégicas cruzadas por las pruebas de FC e IF mien-
tras que la neutralizacién de la infectividad es.el (nico ensayo espe
cifico de especie. Por ese motivo, la técnica de neutralizacién fué
clegida para estudiar las relaciones antigénicas entre las cepas de
vJ.

Se utilizaron sueros policlonales hiperinmunes preparados en
conejos. Diluciones de ellos se enfrentaron a 100 UFP de cada cepa
como se indica en Materiales y Métodos. La infectividad residual
de cada muestra, titulada en células Vero, fué utilizada para cons -
truir las curvas de neutralizacidén que se muestran en las Figuras 13,
14, 15 y 16.

Se puede observar en ellas que las cepas de VJ presentan una
respuesta heterogénea frente a los sueros. La actividad neutralizan-
te en todos los casos es mayor para las cepas homdlogas y menor para
las heterélogas. Se distingue también, un grado variable de reactivi
dad cruzada, lo que permite deducir diferencias en la afinidad de
los sueros hacia las cepas de VJ.

El suero antiXJ013 (Figura 13) muestra una diferencia importan-
te entre la curva homdloga y las heterdlogas, que en este caso son
semejantes entre si, sugiriendo una respuesta antigénica diferencial
entre la ¢epa clonada in vitro y las cepas de campo.

El suero antiXJ (Figura 14) muestra una similitud antigénica
mayor entre la cepa homdloga y la cepa AN9446’ intermedia para MC2 e
IV4454 y muy lejana para XJClB.
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Figura 14. Curvas de neutralizaci6n de las cepas de virus Junin

con suero antiXd.
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El suero antilV,,s, (Figura 15) permite diferenciar marcadamen
te a su cepa homdloga y a la cepa XJCl3 . Las otras cepas heterflo-
gas, en este caso, presentan curvas que se entrecruzan a distintas
diluciones, impidiendo relacionar a la cepa IV4454 con las cepas XJ,
MGy ¥ ANgjye-

El suero antiMC, es demenor potencia antigénica, sin embargo
la Figura 16 sugeriria una mayor afinidad de la cepa homdloga con la
cepa XJ y una relacién mis distante con la cepa V54

Debido a la dificultad en la interpretacion de las relaciones
antigénicas entre las cepas mediante el anélisis de las curvas de las
Figuras 13-16, se calcularon los titulos neutralizantes de los sueros
como se describe en Materiales y Métodos. Estos indices son presenta-
dos en el Cuadro 11. Se puede observar una amplia variacién entre los
titulos de los sueros con las cepas homblogas y con las heterdlogas,
lo que sugiere que estos sueros policlonales permiten diferenciar an-
tigénicamente a las cepas de VJ.

Los titulos homdlogos de los sueros son distintos entre si. La
mayor respuesta antigénica la presentaron los animales inoculados con
la cepa IV,454 con un titulo de 11.171 y la menor los que recibieron
la cepa MC2 con un titulo de 764, aunque todos los :indculos fueron
preparados en forma semejante.

Para poder independizarnos de las diferencias de los titulos ho-
mblogos entre si y poder analizar las relaciones cruzadas entre las

cepas se calculd, para cada sistema, el cociente entre los titulos ho

mologos y heterdlogos. Los {ndices obtenidos son mostrados en el Cua-

dro 12. Con estas relaciones se pueden apreciar mejor las variaciones
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Figura 15. Curvas de neutralizacién de las cepas de virus Junin
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Figura 16. Curvas de neutralizaci6n de las cepas de virus Junin
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Cuadro 11: Neutralizacién de cepas de VJ con sueros homdlogos y

heterdlogos.

T U E R O S

CEPAS DE -
XJ MC v

VIRUS 2 4454 3
XJ 4053" 199 2021 584
M, 1933 764 4053 901
Vs 898 72 11171 407
RJC1, 520 160 3550 9058
ANg, 6 2080 70 8681 558

* T{tulo del suero: inversa de la dilucién de suero que reduce el

50% de las placas del control.
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Cuadro 12: Relaciones de los titulos nmeutralizantes de las cepas de

VJ con sueros homdlogos y heterdlogos.

AN T I S U E R 0 S

CEPAS DE XJ MC v XJCl

VIRUS 2 4454 3
*

XJ 1,0 3,8 5,5 15,5

MC, 2,1 1,0 2,8 10,1

V45, 4,5 10,6 1,0 22,3

XJCl, 7,8 4,8 3,1 1,0

ANg, 1,9 10,9 1,3 16,2

" Titulo del suero con virus homdlogo / titulo del suero con virus

heterblogo.



antigénicas entre las cepas, pues los valores de estos indices se en-
cuentran en un amplio rango entre 1,3 y 22,3.

El suero antiXJCl3 fué el mas discriminativo, con indices mayo-
res a 10 para todas las cepas heterdlogas. Este suero permite relacio
nar a la cepa homdloga y a la MC2 como mis cercanas antigenicamente,
con un indice de 10,1. Las otras cepas se hallan menos relacionadas,
con indices distintos y mayores: XJ muestra un indice de 15,5, AN9446
de 16,2 e 1V, 5, de 22,3.

El suero antilV,,, mostrdé una relacién cercana entre su cepa
homdloga y la cepa ANg, .60 COD Un indice de 1,3 , aunque para este
suero las diferencias de las cepas heter6logas son menores a las que
se observan con el suero antiXJC13. El rango de variacién es de 1,3
para ANg, .. a 5,5 para XJ, siendo esta Gltima la mas lejana antigeni-
camente a la cepa homdloga de este suero.

El suero antiXJ permite relacionar a la cepa homdloga con MC2
y AN9446 en mayor grado, con indices de 2,1 y 1,9 respectivamente.Las
cepas XJ013 e IV4454 estarian menos relacionadas con indices de 7,8
y 4,5.

El suero amtiM02 presenta una relacién antigénica distinta para
XJy XJCl3 con indices de 3,8 y 4,8 y mis distantes para las cepas
WVuse Y AN9446 aunque no los diferencia entre si (10,6 y 10,9).

Los titulos mostrados en el Cuadro 11 fueron utilizados para
calcular los coeficientes de distancia d2. Con ellos se construyd la
matriz del Cuadro 13. Los valores de esta matriz permiten analizar
mejor los resultados obtenidos en los Cuadros 11 y 12 pues muestran
las interacciones de un par de cepas con sus dos sueros simultanea-

mente. Para cada par de cepas los indices mis pequefios indican una
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Cuadro 13: Valores de d2 obtenidos con las cepas de VJ con sueros

homélogos y heterdlogos.

XJC1

XJ MC,  DVyss 3 9446
XJ 0 0,19 0,40 0,76 0,23
M, 0 0,49 0,61 0,40
1V, e 0 0,75 0,06
XJCl, 0 0,70
ANos6 2

El cllculo de los coeficientes d2

se detalla en Materiales y Métcdos.
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mayor cercania antigénica. Este es el caso para las cepas AN9446 e

2 Y
IV, ;54 COD UD d2 = 0,06 y MC, ¥ XJ cuyo d° es de 0,19. Los indices
mas grandes corresponden a los pares XJCIB-XJ: 0,76; XJC13-IV4454:O,75;

o - . 1 1
XJC1 3-ANg, 6 0,70 y XJCL3-MC,: 0,61. Estos {ndices muestran a la cepa

XJCiz como la mas alejada antigenicamente de las otras cuatro cepas
estudiadas.

Con los datos de la matriz, utilizando el procedimiento explica
do en Materiales y Métodos, se obtuvo el dendrograma de la Figura 17.
Se puede observar en él dos grupos formados por cepas muy relaciona-
das entre sf. El primero corresponde a las cepas IV4454 y AN9446 ais-
ladas en la Provincia de Cérdoba, una de un caso de FHA y la otra de
un cricétido, ambas de distinta patogenicidad en cobayo. El otro gru-
po esta formado por las cepas XJ y M02 que también son de distinta vi
rulencia para cobayo y especie pero de lugar cercano de aislamiento.
La cepa XJCl3 se distingue por su lejania antigénica de las otras
cuatro cepas de campo, conclusién deducida anteriormente de la Figura

13 y del Cuadro 12.

Las relaciones antigénicas entre las cinco cepas de VJ estudia-

das con sueros hiperinmunes muestran:

- Independencia de la historia de pasajes de cada cepa. Esto se
observa con las cepas XJ y XJCls, ambas con mayor nimero de
pasajes que las otras tres cepas, pero distantes en el dendro
grama.

- Mayor cercania antigénica entre las cepas de campo que con la

XJC13 clonada in vitro. A pesar de que XJCl3 deriva de XJ.
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- Los grupos formados por cepas mas relacionadas entre si son
independientes de la virulencia en cobayo y del origen de su
aislamiento (humano o cricétido).

- La Gnica relacién entre las cepas que forman los grupos es el
lugar geografico de aislamiento. Un grupo estid compuesto por
cepas aisladas en la Provincia de Cdrdoba: IV4454 y AN9446 y

el otro por cepas aisladas en la Provincia de Buenos Aires:

XJyMCz.
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Las cepas de virus Junin aisladas hasta el presente de casos de
Fiebre Hemorragica Argentina y de cricétidos de la zona endémica mues
tran un amplio espectro de virulencia tanto para cobayos como para mo
nos. Estas diferencias en patogenicidad, caracterizadas en diferentes
animales de laboratorio usados como modelos de Fiebre Hemorragica Ar-
gentina experimental, sugirieron la posible existencia de variaciones
en otras propiedades bioldgicas aln no estudiadas.

El objeto de esta investigacién fue analizar, en forma compara-
tiva cepas patdgenas y atenuadas de virus Junin con el fin de estable
cer las posibles propiedades diferenciales entre las mismas.

Los experimentos realizados permitieron establecer diferencias
y similitudes entre cinco cepas de virus Junin de distinta virulencia.
Se caracterizaron algunos parametros de la infeccidén de células Vero
con estas cepas y se demostrd la heterogeneidad antigénica entre ellas
por reacciones de neutralizacidén cruzada con sueros hiperinmunes.

En general los virus ARN presentan una frecuencia de mutacidn
mucho mayor que los genomas ADN. Esto lleva a que los stocks de virus
ARN tales como polio, influenza y VSV, sean una poblacidn heterogénea
de particuals virales donde se logra un equilibrio dindmico con predo
minio de un tipo de particulas llamadas salvajes (Holland y col.,1982).
En determinadas condiciones dicho equilibrio se altera debido a cambios
producidos en la interaccién virus-huésped que favorecen el enriqueci-
miento de ciertas particulas presentes en el stock.

Una forma de determinar la presencia de particulas diferentes
en un stock viral es analizar las subpoblaciones obtenidas por clona-

do del mismo. Asimismo, Huang y col. (1986) observaron que el clonado
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sucesivo de los stocks y la amplificacién posterior a baja multipli-
cidad de infeccién de las subpoblaciones obtenidas minimizaban la
presencia de las particulas interferentes (PI), las que podrian modi
ficar las caracteristicas de multiplicacion viral.

Dos stocks de la cepa XJCl., del virus Junin fueron analizados

3
por esta metodologia, en ellos se estudiaron varias propiedades bio
légicas pero solo la virulencia para ratones de 11 dias de edad fue
el parametro com(n a ambas investigaciones.

Contigiani y col. (1981) por clonado en células Vero y poste-
rior amplificacién en cerebro de ratdn lactante obtuvieron 15 subpo-
blaciones virales que presentaron una virulencia diferencial para ra-
tones de 11 y 14 dias y cobayos de 11 dias de edad. El ratén de 11
dias fue el que permitié observar las mayores diferencias en los in-
dices de virulencia (log UFP/DLSO) con un rango de 0,73 a 5,99.

Por el contrario, Candurra y Coto (1987) observaron un comporta
miento homogéneo al analizar las subpoblaciones obtenidas por clonado
de la misma cepa. En este caso los parametros estudiados fueron: ter-
mosensibilidad, termolabilidad y virulencia para ratones de 2 y 11
dias de edad. Los 12 clones estudiados no presentaron diferencias sig
nificativas en la mortalidad de ratones de 11 dias (indice de virulen
cia entre 1,7 y 2,3). Es de hacer notar que a diferencia de lo reali-
zado por Contigiani, este stock fue tanto clonado como amplificado en
células Vero. Esta aparente discrepancia podria deberse al pequefio
nimero de subpoblaciones analizadas en ambos casos.

Este trabajo de investigacién fue realizado con cinco cepas de

VJ. Tres de ellas: XJ aislada de un enfermo de Fiebre Hemorraigica Ar-

gentine, MC2 obtenida de un cricétido de la zona endémica y XJCl3 de-
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rivada por clonado de la cepa XJ, estaban caracteizadas en su patoge-
nicidad para varios animales, pero la informacién de su accidén in vi-
tro se limitaba a las cepas XJ y XJCl3 (Weissenbacher y Damonte, 1983;
Weissenbacher y col., 1987). Se analizaron también las cepas IV4454 y
AN9446 aisladas de un caso humano y de un cricétido respectivamente,
las que no habian tenido caracterizacién previa. Todas ellas fueron
clonadas por tres pasajes sucesivos en células Vero y amplificadas
posteriormente en células BHK-21 a baja multiplicidad de infeccidnm.

El cobayo es el animal de 1agoratorio que generalmente se uti-
liza como modelo experimental de la Fiebre Hemorrégica Argentina por-
que el virus Junin produce en él una enfermedad semejante a la obser-
vada en humanos, y ha sido usado como marcador de virulencia para
cepas patdgenas y atenuadas de este virus (Avila, 1983). Contigiani
y Sabattini (1977) demostraron que el ratén de 14 dias de edad también
puede ser usado para ese fin.

Los estudios de patogenicidad en el cobayo permitieron caracte-
rizar a las cepas en tres grupos: XJ y AN9446 fueron altamente virulen
tas, M02 presentd un comportamiento intermedio y XJCl3 e IV4454 fueron
atenuadas para este huésped. Con las cepas XJ, MC2 y XJCl3 se pudo con
firmar los resultados obtenidos previamente (Avila, 1983), las cepas
IV4454 y AN9446 no habian sido estudiadas en este huésped.

El origen del aislamiento al igual que la historia de pasajes
de las cepas (Cuadro 3) resultd independiente de su virulencia en el
cobayo. los tres aislamientos con bajo nimero de pasajes MCZ’ AN9446
e IV, ., se ubicaron en distintas categorias de patogenicidad. Las ce

pas de origen humano fueron: una altamente patégena (XJ) y otra atenua

da (IV4454) y los aislamientos de cricétidos resultaron: ANg,.q alta-
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mente virulento y MC2 de accidén intermedia.

En cambio, no fue posible obtener una consistente caracteriza-
cién de virulencia en ratones de 14 dias de edad, ya que el rango de
variabilidad entre la mortalidad producida por la cepa mas atenuada
(XJC13) y la mas patdgena (XJ) fue de solo 1,5 log lo que impidid ca-
tegorizar a las cepas de virulencia intermedia.

Estos resultados son distintos a los informados por Contigiani
y Sabattini quienes obtuvieron un Fango de variacién doblemente mayor
para las cepas patdgenas y atenuadas en este huésped. Es de notar,
que ambas investigaciones se relaizaron con distintas cepas de rato-
nes (OF1 y Rockefeller W1 respectivamente) siendo la susceptibilidad
diferencial de las mismas al virus Junin la posible causa de los dis-
tintos resultados obtenidos.

Para el virus LCM se encuentra documentado un comportamiento si
milar. Caracteristicas biolbgicas de cepas patbgenas y atenuadas de
este virus son especificas de una determinada cepa de cobayos o de ra
tones (Dutko y Oldstone, 1983; Peters y col., 1987).

En nuestro laboratorio se ha informado una respuesta atipica al
virus Junin en la infeccién de ratones entre los 10 y 14 dias de edad,
pero las diferencias de comportamiento encontradas al infectar ratones
OF1 de esa edad no incluyeron una respuesta diferente para cepas de
distinta virulencia en cobayos. Estos animales inoculados con virus
Junin y Tacaribe por via intracerebral a los 10 dias de edad, muestran
gignos de enfermedad menos evidentes y muertes mis tempranas (Coto y
Lebn, 1978). Asimismo, otra investigacién posterior utilizando ratones
de 11 dias, de la misma cepa, indicaron que la patogenicidad del virus

Junin en este animal estaba influenciada por el huésped en el cual se
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habia replicado el virus (Candurra y Coto, 1987). Los stocks prepara-
dos en cerebro de ratén fueron 100 veces mas virulentos que los obte-
nidos en cultivos de lineas celulares, mientras que si se utilizaban
cultivos primarios de embrién de ratén o de cricétidos se encontraba
una respuesta intermedia. Estos resultados sugirieron que en los ra-
tones infectados a los 11 dias de edad habia un reconocimiento de un
antigeno tisular homélogo que aumentaria la virulencia del virus Ju-
nin en este huésped.

La interaccidén de los virus con células in vitro varia con dis
tintos parametros que dependen tanto del virus como del cultivo.

Para poder asegurar que las diferencias encontradas entre las
cepas de virus Junin en las infecciones en células Vero, realizadas
durante el curso de este trabajo de investigacidn, son caracteristi-
cas propias de las cepas, se trabajé siempre con las cepas en forma
paralela y con monocapas originadas de un cultivo Gnico, manteniendo
iguales las condiciones de cultivo para todas las infecciones.

Se obtuvo una caracteizacidn de las cepas en dos grupos. Uno lo
forman XJ e 1V,,s, quienes fueron mis citopatogénicas en este siste

ma: dieron ACP mas temprano y de mayor intensidad, placas bajo agar

“al 5-62 dia, con aspecto litico y de tamafio pequefio que no aumentd en

los dias siguientes. A su vez, desarrollaron una mayor produccién vi-
ral en un periodo mas corto de tiempo. Estas caracteristicas fueron
mas acentuadas para la cepa IV4454. El otro grupo lo componen las ce-
pas de accién moderada: MC2 y XJC13.. Estas cepas mostraron una ACP
mas débil y placas bajo agar revelables al 7-92 dia, de mayor tamafio
y de aspecto turbio. La produccién viral fué menor para ellas pero

durd un periodo de tiempo mayor. La cepa MC2 mostrd estas caracteris



116,

ticas mis destacadas.

Resultd notorio el caracter litico de las cepas estudiadas: XJ,
IV4454 y XJCl3 mostraron una ACP mas intensa que la documentada ante-
riormente para el sistema XJCl3 - células Vero. Los origenes de los
stocks del virus Junin utilizados en cada caso podrian ser la causa
de estas diferencias. Los resultados previos informados fueron de vi
rus replicado en cerebero de ratbén o con un solo pasaje en cultivo
(Damonte, 1978) y no de virus clonado.

Asimismo, en las infecciones realizadas con las cepas a distin
tas multiplicidades de infeccidn se obtuvo una relacién directa entre
la ACP producida y la multiplicidad utilizada. Aunque multiplicidades
mayores de 0,5 UFP/célula no pudieron utilizarse en forma comparativa
en experimentos que requerian varios dias de observacién pues la cepa
V54 destruyb el cultivo completamente al 3-42 dia p.i.

Generalmente se observa, en cultivos infectados con arenavirus
a altas multiplicidades de infeccién, una inhibicidn de la ACP debido
a la proteccidén que las particulas interferentes otorgan al cultivo.
Dutko y Pfau (1978) demostraron la responsabilidad de la presencia de
las PI en la modulacidén de la ACP en células MDCK y PK-15. Estas 1li-
neas son restrictivas para la sintesis y desarrollo de funciones de
las PI de los virus LM y Pichinde. La infeccidn de tres cepas de vi-
rus LM en ellas mostrdé una ACP diferenciables, la cual pudo ser inhi
bida al coinfectar esos mismos materiales con un stock de PI de LOM.

En los stocks de las cepas de VJ utilizados en este trabajo no
fue posible demostrar la presencia de PI. Los mismos se prepararon
en condiciones que minimizan el porcentaje de estas particulas (Huang

y col., 1986). Al mismo tiempo, cuando se quiso generar PI por pasajes
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sucesivos concentrados, no se obtuvo el patrdn caracterizado por Help
(1980) para stocks no clonados, en los cuales la infectividad dismi-

nuida significativamente a medida que aumentaban los pasajes. El compor
tamiento de las cepas XJCl3 e IV4454 fue distinto al caracterizado por
Help pero semejante entre ellas, a pesar de ser ambas cepas de accién

citopatogénica distinta.

Podemos concluir de estas observaciones que la presencia de PI
en los stocks de las cepas utilizadas seria irrelevante e indiferencia
ble entre ellas.

El orden de citopatogenicidad de las cepas: IV4454> XJ > XJC137
MC, esta en relacidn directa con la inhibicidn de la sintesis de pro-
teina celulares que ellas inducen (Figura 8).

Las primeras observaciones de la modificacién de la sintesis de
macromoléculas del huésped por arenavirus fueron documentadas por
Friedlander y col. (1984) quienes demostraron que la infeccién de ma-
crofagos murinos con virus Pichinde causa la inhibicion de la sintesis
de ADN. Al mismo tiempo, Ldpez y Franze Fernandez (1985) encontraron
que los stocks liticos del virus Tacaribe provocaban la inhibicién de
la sintesis de protéinas, ARN Y ADN de las células Vero. Estos stocks
fueron también preparados en condiciones que minimizan la presencia
de las PI. Por el contrario, los stocks enriquecidos en las PI, que
resultaron no citopaticos,no mostraron alteraciones en la sintesis
imacromolecular del huésped. Los autores postulan que la presencia de
lag PI ertmascararia la inhibicién producida por las particulas infec-
¢iosas.

En este trabajo se confirman las observaciones de Ldpez y Fraze

Fernandez ya que los stocks de las cepas de virus Junin analizados se
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comportan en forma semejante a los stocks liticos de estos autores
pero, a su vez, se demuestra que la propiedad de irhibir la sintesis
de proteinas celulares es una caracteristica diferenciable de las
cepas de virus Junin.

No se observd correlacién entre las caracteristicas de las in-
fecciones con las cepas en células Vero y sus respectivas virulencias
para el cobayo. Las cepas atenuadas para este marcador IV4454 y XJCl3
mostraron un comportamiento diferencial in vitro: la primera fue la
mas citopatogénica y XJCl3 tuvo accién moderada. La cepa MC,» de pato
genicidad intermedia para cobayo, fue la que produjo un efecto menor
en cultivo. XJ, la Gnica cepa patdgena en animales que se analizd en
células Vero, fue altamente citopatogénica pero siempre en menor gra-
do que la cepa atenuada IV, ., . Asimismo, mo se hallé correlacidn
entre la virulencia de las cepas para el cobayo y la morfologia de las
placas producidas bajo agar (pequeias y liticas para XJ y IVM54 y
turbias de mayor tamafio para MC, y XJCl, ) ni tampoco con la inhibi-
cién de las proteinas celulares y el rendimiento viral (IV4454> XJ>

XJCl,» MCZ).

3
En otras especies virales se encontraron también cepas capaces
de producir ACP de variable intensidad y distinta morfologia de pla-
cas y rendimiento viral. En algunos casos esas diferencias se pudie-
ron relacionar con patrones de atenuacion o virulencia in vivo y en
otros casos no.
Asi por ejemplo, las placas producidas por el virus de la Ence-
falitis Venezolana son consideradas marcadores de virulencia para es-

ta especie: el fenotipo de placas pequefias corresponde a las cepas

patdgenas para equinos (Stanick y col., 1985).
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En cambio, para Herpes Simplex I Yamada y col. (1986) encontra
ron que las variantes sinciciales de la cepa Miyama que originan pla
cas de mayor tamafio son mis patdgenas para ratdn; aunque esta carac-
teristica no se cumple para todas las cepas de este virus.

Otro estudio, con nueve cepas de Influenza C realizado por Goto
y col. (1984) mostrd diferencias en el rendimiento viral y en el ta-
mafio de las placas producidas en células LLC-MK2, pero estos parame-
tros no se correlacionaron entre si.

Otro ejemplo se encuentra en un estudio realizado con el virus
Rift Valley (Rossi y Turell, 1988). En este caso dos variantes de la
cepa patdgena seleccionadas por su tamafio pequefio y homogéneo de pla
cas resultaron ser: una tan patbgena como la cepa que la origind (de
fenotipo de placas variables con predominio de placas grandes) y la
otra mas atenuada que la cepa propuesta como vacuna (de fenotipo de
placas pequefias).

El andlisis de las proteinas virales presentes en células infec
tadas mostraron un patrdn semejante para las cuatro cepas analizadas.
Al mismo tiempo, pudo comprobarse la reactividad cruzada de los sueros
utilizados ya que se observaron bandas de igual intensidad al precipi
tar a la cepa hombloga y a la heterdloga.

Como se describid en la Introduccién, las diferencias entre las
cepas de una especie no siempre se traducen en distintos patrones elec
troforéticos de sus proteinas. Este también fue el caso para las cepas
del virus Junin analizadas, pues no se observaron diferencias de movi-
lidad en las bandas de los polipéptidos NP, G

G2 y GPC.

1.’
Asimismo, la cinética de sintesis de proteinas virales sigue un

patrén similar para las tres cepas estudiadas. Todos los polipéptidos
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virales se incrementan hasta las 48 hs p.i. la (nica diferencia encon
trada entre ellas fue la mayor intensidad en la marcacién de los poli
péptidos de la cepa IV4454' Esta mayor eficiencia se correlaciona con
la mayor produccién viral (Figura 7), la que se encuentra favorecida
por la inhibici6n significativa de la sintesis de proteinas que esta
cepa induce en las células Vero (Figura 8).

El amplio espectro de virulencia de las cepas de virus Junin
sugirié que podrian existir diferencias antigénicas entre las mismas.
Fue asi, como la heterogeneidad antigénica de las cinco cepas de virus
Junin analizadas en este estudio pudo demostrarse por la realizacién
de neutralizaciones cruzadas con sueros hiperinmunes.

Las cepas de virus Junin no habian podido diferenciarse por las
técnicas de fijacién de complemento o inmunofluorescencia (Adler y
Parodi, 1965; Carballal y col., 1980) ni por neutralizaciones con sue
ros de convalescientes (Maiztegui, 1975). Estos sueros neutralizan en
forma semejante a la cepa XJ y a su derivada atenuada XJC13.

Las diferencias osbervadas en los titulos neutralizantes de los
sueros usados en este trabajo, con las cepas homdlogas y heterdlogas
demuestran que estos sueros permiten diferenciarlas antigénicamente.
Los indices obtenidos al realizar los cocientes entre los titulos ho-
mdlogos y heterdlogos confirman la heterogeneidad de las cepas, pues
estos varian en un amplio rango entre 1,3 y 22,3.

En los arenavirus no esté definida la clasificacién taxondmica
a nivel de serotipo o especie. Por el contrario, en los adenovirus y
rotavitus se definieron serotipos por neutralizaciones cruzadas con
diferencias mayores de 16 y 20 respectivamente entre las relaciones

de los titulos homblogos y heterdlogos en ambas direcciones (Mathews,
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1982a; Wyatt y col., 1982). Si aplicamos para las cepas de VJ el mismo
criterio que el utilizado para los adeno y rotavirus, las cepas anali-
zadas pertenecerian al mismo serotipo.

En la familia Arenaviridae, las cepas del virus lassa fueron
distinguidas por la misma técnica usada en este trabajo (Peters y col.,
1987). Por el contrario, Dutko y Oldstone (1983) no pudieron diferen-
ciar las cepas del virus LM por la técnica de neutralizacidn con sue
ros policlonales a pesar de utilizar cepas con distintas propiedades
bioldgicas y diferencias gendmicas.

El ordenamiento antigénico obtenido con el dendrograma no guarda
correlacién con la patogenicidad de las cepas para cobayo, con el ori-
gen del aislamiento (humano o cricétido), ni tampoco con la caracteri-
zacibén encontrada en la interaccién con las células Vero. Los dos gru
pos distinguidos en el dendrograma relacionan cepas solo por su cerca-
nia geogréfica de aislamiento, V,ius4 Y MNgsue aisladas en la Provin-
cia de Cdrdoba y MC, y XJ en la Pronvincia de Buenos Aires. Una rela-
ci6n antigénica similar fué documentada por Jahrling y Peters (1987)
para las cepas del virus Lassa. Los resultados obtenidos por estos au
tores, les permitieron diferenciar las cepas del virus Lassa de dife-
rente origen geografico.

Los estudios bioquimicos y moleculares realizados en la familia
Arenaviridae con los virus LM y Pichinde han permitido no solo cono-
cer ld estrategia de replicacidn de esta familia sino también, con la
informacién que provee la formacién de recombinantes entre cepas de
distinta patogenicidad, relacionar la informacién genética con propie
dades bioldgicas.

Asi se pudo establecer que el segmento S codifica por la nucleo
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proteina y las glicoproteinas de superficie mientras que el segmento
L codifica por una proteina de 200K, presumiblemente la polimerasa vi
ral. Esto induciria a correlacionar al segmento S con las variaciones
antigénicas del virus ya que las glicoproteinas, por encontrarse en
la superficie viral, son las mis expuestas a la presidén selectiva pro
ducida por los anticuerpos y estan sometidas a una variabilidad més
amplia.

Los estudios realizados tendientes a correlacionar la virulen-
cia con algunos de los segmentos gendmicos en los arenavirus han arro
jado resultados complejos y contradictorios. Asi, Kirk y col. (1980)
demostraron que la patogenicidad para cobayo en el virus LM estaba
regulada por el segmento S de ARN. Posteriormente, Riviere y col.
(1985 b) encontraron que la misma propiedad se asociaba al fragmento
L. Por otro lado, este mismo grupo de investigadores muestran eviden
cias de que ambos segmentos L y S estaban asociados a la produccién
de una enfermedad fatal en ratones Balb/C (Riviere y Oldstone, 1986).

Por lo tanto, no rsulta extrafia la falta de correlacién entre
la patogenicidad de las cepas de Qirus Junin y el ordenamiento anti-
génico que se obtuvo con los sueros policlonales en este estudio, ya
que la expresibén de ambas propiedades (virulencia y caracteristicas
antigénicas) no estaria asociada al mismo fragmento genémico.

La ampliacidn de los estudios moleculares y el anilisis anti-
génico de un nilmero mayor de cepas del virus Junin podran completar
los resultados de esta investigacidén y poder llegar a establecer las

relaciones evolutivas de las mismas.
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APENDICE.

Abreviaturas.

AcM ¢ Anticuerpo monoclonal.

ACP : accidn citopatogénica.

ADN : &cido desoxirribonucleico.

ARN : Aacido ribonucleico.

cpm ¢ cuentas por minuto.

D : Dalton.

DICTgy : dosis infectante para cultivo de tejido 507%.
DLgy ¢ dosis letal 507.

FC : fijacién de complemento.

FHA : Fiebre Hemorragica Argentina.

IF : inmunofluorescencia.

i.c. : 1intracerebral.

i.m. : intramuscular.

i.p. intraperitoneal.

K : kilo Dalton.

LM : virus de la Coriomeningitis Linfocitica.
mARN : acido ribonucleico mensajero.

m.i. : multiplicidad de infeccidn.

p.i. : post-infeccidn.

PI : particula interferente.

PMSF : fluoruro de fenil metil sulfonilo.
SDS : dodecil sulfato de sodio.

SNC . sistema nervioso central.

TEMED : tetra metil etilendiamina.
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>

ts
Ure

vJ

: termosensible.
: unidades formadoras de placas.

¢ virus Junin.
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