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ABREVIATURAS

ARN: 4cido ribonucleico

ARN-m: Acido ribonucleico mensajero

C.musculinus: Calomys musculinus

CPR: proteina C reactiva

CRBN: cerebro de ratén blanco lactante normal
DLgy: dosis letal 50 §

dpi: dias post infeccién

FHA: Fiebre Hemorrdgica Argentina

PHB: Fiebre Hemorrdgica Boliviana

GPI: glicoproteina de envoltura 1

GPy: glicoproteina de envoltura 2

GPC: precursor glicosilado de las proteinas de envoltura
ic: intra cerebral

IL;: interleukina - 1

im: intra muscular

in: intra nasal

ip: intra peritomneal

KDa: kilodalton

L: replicasa - transcriptasa

LCMV: virus de la coriomeningitis linfocitaria del ratém
L/N: linfocitos/neutréfilos

MEM: medio esencial minimo

NP: nucleoproteina

SAA: proteina sérica amiloide

SAP: proteina sérica amiloide P

8NC: sistema nervioso central

TEMED: N,N,N' ,N', tetrametil - 1:2 diamino etano
TRIS: tris (hidroximetil) aminometano

TTPC: tiempo de tromboplastina parcial con caolin
UFP: unidades formadoras de placas

VIII:Ag: factor VIII, actividad antigénica
VIII:C: factor VIII, actividad coagulante

VJ: virus Junin

Z: proteina con estructura de "zinc-finger"
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1.1. FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA. LA ENFERMEDAD.

La Fiebre Hemorrdgica Argentina (FHA) es producida por el
virus Junin, perteneciente a la familia Arenaviridae. La
enfermedad fue descripta en detalle por primera vez en 1955
(Arribalzaga, 1955) y el agente etiolégico de la misma fue
aislado por dos grupos de investigadores (Parodi et al., 1958;
Pirosky et al., 1959) a partir de sangre y 6érganos de pacientes
internados en el Hospital Regional de la ciudad de Junin, nombre
con que se denominé al virus.

El 4rea endemo-epidémica de la enfermedad comprende la regién
agricola-ganadera de mayor importancia del pais, originalmente
abarcaba 16.000 Kma,pero Juego fue extendiéndose progresivamente
hasta cubrir wuna superficie de 120.000 Km! (Maiztegui vy
Sabattini, 1977; Weissenbacher y Damonte, 1983), que comprende
el noroeste de la provincia de Buenos Aires, el sur de las
provincias de Santa Fe y Cérdoba y el norte de la provincia de
La Pampa. Sin embargo no se conocen los verdaderos limites, ya
que por ejemplo en los alrededores de la localidad de Pila,
gituada a 180 Km al 8.0. de la ciudad de Buenos Aires, fuera de
la zona endémica, se encontré la existencia de anticuerpos en el
suero de humanos y roedores silvestres y en éstos Gltimos se
aislé virus infeccioso. (Weissenbacher et al., 1985).

Los seres humanos se infectan principalmente a través de la
piel debido a la existencia de escoriaciones o por las mucosas
buco-faringeas y/o respiratoria durante el trabajo mecanizado en
el perfodo de las cosechas. (Weissenbacher et al., 1987). Estas
vias de penetracién viral han sido confirmadas por infecciones
accidentales en el trabajo (Weissenbacher et al., 1976a; 1978).

E1l hombre es un accidente dentro del ciclo de vida del virus
Y no juega ningln rol especial como portador.



La FHA puede cursar con manifestaciones clinicas evidentes o
no. Las infecciones inaparentes Be detectaron en estudios
clinico-serolégicos realizados en el A4rea endémica. Un 30% de
las muestras analizadas presentaron indices de neutralizacién
que indicaron 1la presencia de anticuerpos anti-Junin en
individuog s8in manifestaciones clinicas asociadas con FHA
(Weissenbacher y Damonte, 1983).

También se encontraron formas asintomdticas de la enfermedad
en el 20% de los controles séricos realizados en el personal de
laboratorio que emplea virus Junin en su trabajo experimental
(Weissenbacher et al., 1980b).

Los primeros sintomas de la FHA se manifiestan después de unos

10 di{as de haber estado en contacto con el virus (Elsner et al.,
1973).

La intensidad con que se desarrolla en los seres humanos es
variada aunque los sintomas iniciales son comunes a todos los
pacientes: malestares generales, decaimiento, fiebre, didstesis
hemorrdgica con leucopenia y marcada trombocitopenia.

Los pacientes con FHAR fueron agrupados de acuerdo a 1la
severidad de las anormalidades neuroldégicas (Molinas et
al.,1989) de la siguiente manera:

a) Enfermos con FHA que presentan una forma clinica leve, tienen
un estado febril que desaparece durante la primera semana de
la enfermedad. La Unica manifestacién de la involucracién del
sistema nervioso central (SNC) es el temblor de la lengua.
Una proteinuria transitoria estd presente en estos casos.

b) Cuando la FHA se manifiesta moderadamente (forma clinica
comin) los pacientes presentan fiebre que persiste durante la
segunda semana de la enfermedad.

Los signos neurolégicos anormales que se observan son temblor

de la lengua, hiporreflexia o arreflexia, hipotonia muscular,
confusién.



En estos pacientes la proteinuria es de 0,5 a 1,5 g/l.

c) Los signos descriptos del SNC se intensifican en pacientes

con FHA severa (forma clinica grave). Los casos fatales
desarrollan un sindrome de schock terminal (10 - 15%).
En la forma clinica grave se observan petequias en la mucosa
bucal y en la piel, hemorragias gingivales y se han descripto
Casos con hematurias, metrorragias Y sangrado
gastrointestinales.

La proteinuria es mayor que en la forma moderada.

En todos los casos el diagnéstico de FHA se establecié por
aislamiento del virus Junin o por conversién serolégica.

El incremento de 1los 1leucocitos y de las plaquetas es
indicativo de un buen pronéstico en 1la evolucién de 1la
enfermedad, pero la leucopenia y la trombocitopenia no son
considerados marcadores de la severidad de la enfermedad.

En un trabajo reciente Cummins et al. (1990) han descripto la
presencia de un inhibidor plasmdtico de la agregacién
plaquetaria "in vitro", en pacientes con FHA. Esta actividad
inhibitoria se manifiesta durante la fase aguda de la enfermedad
y parece estar asociada con la severidad de la misma. Esta

alteracién junto con la plaquetopenia contribuirian a las causas
de sangrado en esta patologia.

También se ha demostrado la presencia de un inhibidor
plasmdtico de 1la agregacidén plaquetaria. en pacientes que
presentan fiebre de Lassa (Cummins et al., 1989). Relacionando
ambos hallazgos, podria pensarse que los disturbios en la

hemostasia producida por la infeccién de estos arenavirus,
podrian tener una patogénesis comun.

Los tres grupos de pacientes indicados anteriormente
presentan resultados andlogos para las diferentes pruebas de
coagulacién (Molinas et al.,1989). Por lo tanto los resultados
hallados s8e analizaron en forma conjunta.

La prueba del tiempo de tromboplastina parcial con caolin
(TTPC) estd prolongada durante la fase aguda de la enfermedad
(incluye los primeros 11 dias de la enfermedad) y retorna a la
normalidad alrededor del dia 14.



Los resultados de los estudios tromboelastogrédficos
descriptos por Schwaritet al.(1972) coinciden con el hallazgo de
un TTPC prolongado, ya que ambas pruebas ponen de manifiesto el
camino intrinseco de la coagulacién.

Ademds Molinas et al.(1989) encuentran la actividad de los
factores VIII:C, 1X y XI por debajo de los valores normales.
Pero este hallazgo no explica completamente el tiempo de TTPC
prolongado.

En contraste con la disminucién de la actividad del factor
VIII:C , 8e encontré aumentado el nivel del factor Von
Willebrand (VIIIR:Ag), durante el curso de la fase aguda de la
FHA. La discrepancia hallada entre estos dos pardmetros, va
desapareciendo con el transcurso de la enfermedad.

Otra alteracién hallada, es el aumento uniforme de la
actividad del factor V, durante el transcurso de la fiebre
hemorrdgica.

El nivel del fibrinégeno (reactante de fase aguda) es normal en
los casos suaves Y se encuentra aumentado en los casos moderados
o severos de la FHA. En general no se detectaron productos de
degradacién del fibrinégeno, como indicadores de activacién del
mecanismo de fibrinélisis.

Por evidencias clinicas y de 1laboratorio halladas hasta
ahora, pareciera que la coagulacién intravascular diseminada no
seria un fenémeno patogénico importante en el curso de la
enfermedad (Molinas et al., 1989).

La patogénesis de algunas fiebres hemorrdgicas de origen
viral ha sido relacionada con la activacién del sistema
complemento por la intervencién de complejos inmunes circulantes
(Bokisch et al., 1973).

Los complejos inmunes pueden activar ambos mecanismos:
complemento Yy coagulacién. Se realizé un estudio de ambas
actividades en muestras de sangre seriada provenientes de
pacientes con FHA desde 1976 a 1986 (Molinas et al., 1989).

En el mencionado estudio se midié la actividad hemolitica
total del complemento, el nivel sérico de los componentes del



complemento y la presencia de complejos inmunes circulantes.

Durante la fase temprana aguda de la FHA (dias 5 - 10), se
encontré que el complemento estaba activado en los casos severos
y moderados de la enfermedad, coincidiendo con el deterioro de
la coagulacién. Se hallé una moderada reduccién de la actividad
total del complemento con decrecimiento de la actividad de C, y
normal de la actividad de C, (De Bracco et al., 1978).

Los niveles antigénicos de C“, C; Y C; medidos por
inmunodifusién radial se encontraron disminuidos en formas
clinicas moderadas o severas, pero hay un marcado incremento en

el antigeno C; que no estd en concordancia con su actividad
hemolitica.

Productos de degradacién de C, vy factor B se encontraron en
sueros de pacientes con FHA,.

Pacientes que recibieron plasma de individuos convalecientes,
presentaron un patrén de activacién del complemento similar al
descripto.

Los complejos inmunes circulantes se encontraron raramente y
fueron detectados solamente después de la aparicién de

anticuerpos contra virus Junin, relativamente tarde en el curso
de la enfermedad (dias 12 - 20).

Se concluye que el rol de la activacién del complemento en la
patogénesis de la FHA no es claro, los complejos inmunes
circulantes no parecen estar relacionados con las
manifestaciones clinicas o las anormalidades de la coagulacién
observadas durante la fase temprana de la enfermedad (Molinas et
al., 1989).

Los hallazgos anatomo-patolégicos realizados por Elsner et
al. (1973), desmostraron que la patologia de la FHA esté
caracterizada por alteraciones capilares generalizadas,
hemorragias multiviscerales, dafio renal, necrosis focal en el
higado. Como en otras fiebres hemorrdgicas de origen viral se
encontré hiperplasia de células reticulares y eritrofagocitosis

en los nédulos linfdticos e hipoplasia moderada en la médula
6sea.



Las alteraciones descriptas, muchas veces estaban acompafiadas
por lesiones producidas por infecciones bacterianas secundarias
que son caracteristicas de muchas enfermedades virales.

En el higado se describié la presencia de cuerpos acidéfilos
similares a los descriptos en la fiebre amarilla, hepatitis
virica y en varias fiebres hemorrdgicas. Ademds este 6rgano
presentaba necrosis focal y las células de Kupffer se observaban
hipertré6ficas con evidencia de eritrofagocitosis (Gallardo,
1970; Elsner et al., 1973).

Los rifiones estaban aumentados de tamafio con una médula
congestiva y con hemorragias perivasculares y pélvicas. S8Se
describieron focos de necrosis hemorré&gicos en las papilas
renales, siendo esta lesién un hallazgo constante en necropsias
de enfermos de otras fiebres hemorrdgicas de origen viral,
incluyendo la Fiebre Hemorrdgica Coreana.

En autopsias realizadas en pacientes con FHA, se ha
encontrado que los sitios de necropsia celular corresponden a
sitios de acumulacién de antigeno viral. Estos hallazgos fueron
realizados aplicando la técnica de inmunofluorescencia.

En un estudio de tejidos realizado en siete victimas de FHA,
el antfigeno viral se encontré en hepatocitos, en el epitelio
renal tubular, en macréfagos y en células dendriticas
reticulares del bazo y de los nédulos linfaticos (Cossio et al.,
1975; Gonzdlez et al., 1980; Maiztegui et al., 1975).

El virus Junin se aislé del bazo y de los nédulos linfaticos
en las siete necropsias investigadas.

A pesar de los esfuerzos realizados por los diversos
investigadores para realizar 1los estudios clinicos y 1los
hallazgos andtomo-patolégicos, no se ha podido esclarecer atn el
mecanismo por el cual el virus produce desédrdenes en la funcién
orgdnica y muerte.



1.2. VIRUS JUNINK. EL AGENTE ETIOLOGICO.

1.2.1. Familia Arenaviridae.

En el afio 1970 s8e propuso designar con el nombre de
arenavirus a un grupo de virus que compartian caracteristicas
morfolégicas, serolégicas y fisico-quimicas (Rowe et al.,
1970a). Pero recién en 1976 (Fenner, 1976), el Comité
Internacional de Taxonomia Viral dispuso clasificar al grupo
viral como familia con el nombre de Arenaviridae.

A pesar de que todos 1los miembros de la familia dan
reacciones cruzadas por inmunofluorescencia indirecta (Rowe et
al., 1970b), se vislumbraron desde el principio dos grupos en
los que se podian agrupar a especies mds afines: Arenavirus del
Viejo Mundo y el complejo Tacaribe, también llamados Arenavirus
del Nuevo Mundo. Esta divisién estéd sustentada por relaciones
antigénicas, asi todos los integrantes del grupo Tacaribe
comparten un antigeno fijador del complemento, mientras que los
Arenavirus del Viejo Mundo no lo hacen.

El primer miembro reconocido de esta familia fue el virus de
la Coriomeningitis Linfocitaria del ratém (LCMV) (Amstrong y
Lillie, 1934), y es la especie prototipo de la familia que estéd
diseminada universalmente. Con el transcurso de los afios se
fueron descubriendo nuevos componentes de la familia
Arenaviridae y en la actualidad se conocen como integrantes de
los virus del Viejo Mundo al LCMV y lo acompafian ademé&s los
virus africanos Lassa, Mobala y Mopeia.

El complejo Tacaribe abarca nueve especies de virus
americanos Tacaribe, Machupo, Junin, Amapari, Pichindé, Parani,
Tamiami, Flexal y Latino (Howard, 1986). Recientemente se ha
postulado al virus Guanarito, aislado en Venezuela (Salas et
al., 1991) como nuevo integrante del complejo.

Es caracteristica distintiva de esta familia su morfologia.
Las particulas virales son en todos los casos redondas, ovales
o pleomérficas con un didmetro que oscila entre 60 y 350 nm,
poseen una membrana con proyecciones superficiales de 2 a 10 nm
de longitud, que sobresalen de una envoltura lipoproteica.
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Tienen grédnulos internos de 26 nm de dié&metro, indistinguibles
por su morfologia y composicién bioquimica de los ribosomas
celulares (Murphy et al., 1970, 1973; Murphy y Whitfield, 1975).

El material genético estd constituido por &4cido ribonucleico
({ARN), cadena simple fragmentada.

En la naturaleza los arenavirus estdn asociados a roedores
muroideos, con la excepcién del virus Tacaribe, originalmente
aislado de murciélagos del género Artibeus, en la isla de
Trinidad (Downs et al., 1963). Los componentes del complejo
Tacaribe estédn asociados a roedores pertenecientes a la familia
Cricetidae, mientras que los Arenavirus del Viejo Mundo estédn
vinculados & roedores de la familia Muridae.

Los arenavirus patégenos para el hombre son el virus Junin;
el virus Machupo, agente causante de la Fiebre Hemorrdégica
Boliviana (FHB), que es una enfermedad semejante a la FHA; el
virus Lassa qQuien produce una severa enfermedad febril con alta
tasa de mortalidad; el LCMV que induce infecciones 1leves o
inaparentes (Walker y Murphy, 1987) y el virus Guanarito, agente
causante de la Fiebre Hemorrdgica Venezolana, de caracteristicas
semejantes a la enfermedad producida por el virus Lassa (Salas
et al., 1991).

1.2.2. Caracteristicas de los arenavirus.

El genoma de los arenavirus estd constituido por dos
fragmentos de 4cido ribonucleico de cadena simple. Estos trozos
se denominan seguin su tamafio L (large, 33S) y S (small, 258)
(Carter et al., 1973; Rawls y Buchmeier, 1975; Afion et al.,
1976; Vezza et al., 1978; Bishop y Auperin, 1987).

Los viriones purificados presentan dos o tres proteinas
estructurales mayoritarias. El polipéptido mds abundante es la
nucleoproteina NP (60 - 68 KDa) que constituye el 56 - 60% del
total de las proteinas y estéd firmemente unida al ARN viral
(Vezza et al., 1977).

Se han descripto dos glicoproteinas de envoltura GP1(44 - 64
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KDa) y GP, (35 - 41 Kda) para los virus Pichindé, LCMV, Lassa y
VJ (Vezza et al., 1977; Martinez Begovia y De Mitri, 1977;
Buchmeier y Oldstone, 1978; Clegg y Lloyd, 1983; Ghiringhelli et
al., 1991). Para los virus Tacaribe y Tamiami solamente se ha
identificado una glicoproteina (77 - 79 Kba) (Gard et al.,
1977).

Entre 1los constituyentes proteicos menos abundantes se
encuentra una proteina de 180 - 200 KDa que se atribuye a la
replicasa-transcriptasa (L) y otras de menor PM que son producto
de degradacién de NP (Buchmeier y Parekh, 1987).

En investigaciones realizadas en lisados de células
infectadas, Be identificaron las proteinas nombradas
anteriormente y el precursor glicosilado de las proteinas de
envoltura GPC (66 - 72 KDa) (Buchmeier y Parekh, 1987).

Las proteinas NP y L estarian en intima asociacién con 1los
fragmentos ARN, dando origen a dos nucleocdpsides helicoidales.
Las glicoproteinas GP; Y GP, estan dispuestas en la superficie
interna del virién formando parte de la envoltura (Buchmeier y
Parekh, 1987). Pero s6élo una de 1la glicoproteinas estaria
expuesta en los virus LCMV y VJ (Bruns y Lehmann Grube, 1983;
Mersich et al., 1988).

El1 ARN-S codifica la nucleoproteina NP y el precursor de las
glicoproteinas GPC. Se ha demostrado para los virus Pichindé,
LCMV, Lassa, Tacaribe y VJ que la estrategia de replicacién es
"ambisense" (Auperin et al.,1984; Romanowski et al., 1985; Clegg
y Oram, 1985; Auperin et al., 1986; Franze Fernandez et al.,
1987; Ghiringhelli et al., 1991).

El ARN-L contiene los genes por los cuales se sintetizan la
replicasa-transcriptasa (L) Yy una pequefia proteina con
estructura "zinc-finger" (Z) (Salvato y Shimomaye, 1989; Salvato
et al., 1989; Iapalucci et al., 1989 a y b). También se ha
comprobado la existencia de una codificacién "ambisense" de los
genes de L y Z ubicados en el segmento ARN-L del LCMV (Salvato
Yy Shimomaye, 1989).

Esta forma de replicacién tan particular de los arenavirus ha
sido descripta en detalle (Bishop, 1986). La mitad 3' del

segmento ARN-S es complementaria a uno de los ARN mensajeros

- 10 -



(ARN-m) que traduce la proteina NP. El extremo 5' del ARN-8 es
idéntico al ARN-m de la proteina GPC. De este modo el ARN-m de
GPC no puede ser transcripto hasta que no comienza 1la
replicacién del ARN-S, precedida de la transcripcién del ARN-m
de NP a partir del extremo 3'.

Entre estos dos genes de distinta polaridad se observa la
presencia de una regién intergénica que contiene una secuencia
de nucleétidos complementarios, formando una configuracién de
rulo o "loop". Esta estructura funcionaria como sefial de
terminacién de la transcripcién (Bishop, 1986).

Ghiringhelli y Col (1991) han demostrado que la organigzacién
Yy estrategia de codificacién del ARN-S del VJ son similares a
las encontradas en otros arenavirus. Log autores sefialan que la
regién intergénica del VJ ©presenta dos rulos o "loop"
consecutivos. Los virus Tacaribe y Mopeia también poseerian esta
estructura estable.

Se ha encontrado una identidad del 50% entre la secuencia de
aminodcidos de GPy del VJ y la glicoproteina del virus Tacaribe.
Esta similitud serfia 1la causa de la proteccién cruzada o
neutralizacién cruzada encontrada en ensayos realizados con
ambos virus (Weissenbacher et al., 1976b, 1982).

1.2.3. Cepas de virus Junin.

Cepas de campo son aquellas que fueron aisladas de muestras
de sangre y/o visceras de roedores silvestres o de pacientes con
FHA. A partir de estos aislamientos se obtuvieron las cepas de
VJ en el laboratorio.

Mencionaremos a continuacién las cepas de mayor uso en la
investigacién:

XJ: cepa prototipo de virus Junin, fue aislada por el Dr. Parodi
(1958) a partir de un caso humano de FHA y luego fue sometida a
varios pasajes en el laboratorio.

RC: aislada de un caso humano de FHA (Boxaca, 1977).
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GAR: aislada en Pergamino en el afio 1966 a partir de sangre de
una enferma de FHA (Berria, 1977).

Las cepas mencionadas anteriormente son altamente patégenas.
A partir de la cepa XJ, se aislaron variantes atenuadas, como
las cepas XJICly, XJy, XJy ¥ Candid 1.

XJCl, : proviene del pasaje CiRyy (20 pasaje por plasma de cobayo
Yy 119 pasaje por cerebro de ratén) de la cepa XJ, que fue
remitida liofilizada a la Rockefeller Foundation Laboratories
(New York, EEUU), quienes a su vez lo enviaron al laboratorio of
Tropical Virology del NIH (Bethesda, Md, EEUU) donde después de
algunos pasajes fue clonada en las células MAl111l, 1linea
heteroploide de rifién de conejo, obteniéndose la cepa XJC1,
(Guerrero y Boxaca, 1980).

XJ,: se sospeché que la atenuacién de la cepa XJCl; se hubiera
producido con anterioridad a su clonado en las células MAl1l1l,
debido a lo expuesto se decidié estudiar la variante de donde
derivara la cepa atenuada cepa XJCl; . Esta variante habia sido
enviada a los Estados Unidos en 1959 en su pasaje CyRyy, donde
fue mantenida por inoculacién en cerebro de ratém recién nacido
hasta el pasaje CiRi¢. A partir de ese momento fue liofilizada y
mantenida a - 60 9C hasta 1977 en que fue remitida nuevamente a

Buenos Aires (CAtedra de Microbiologia de 1la Facultad de
Medicina (UBRA)).

Se realizaron estudios comparativos entre las dos cepas: XJC1,
Y XJoy se encontré que ambas cepas muestran un comportamiento
similar (Guerrero y Boxaca, 1980).

gg“: es una cepa atenuada que representa el pasaje NQ 44 por
cerebro de ratén lactante de la cepa parental virulenta XJ
(Kenyon et al., 1985).

Candid 1: derivada de la cepa XJy . Ha sido clonada y pasada 18
veces en la linea diploidea FRhL (pulmén fetal del mono Rhesus)
(Barrera Oro y Eddy, 1982).

A partir de cricétidos se han aislado diversas cepas, como
ser:

MC,: obtenida en la localidad de Mones Cazén (Pcia. de Bs.As.)



a partir de las visceras de un cricétido del género Calomys
(Berria et al., 1967).

PR;: esta cepa se usé para obtener antigeno fijador de
complemento (Mettler et al., 1961).

Cba An 9446: fueaislada de sangre entera de un ejemplar de C.
musculinus, capturado en el 4&4rea endémica de la FHA, en 1la
provincia de Cérdoba (Sabattini et al., 1977).

De todas la cepas nombradas, la cepa XJ ha sido
sistemdticamente empleada como cepa patégena de referencia en
los estudios experimentales sobre FHA.

La cepa atenuada cepa XJC1l, que fuera inoculada en humanos,
demostré una real atenuacién (Rugiero et al., 1969; Parodi et
al., 1970) ha sido la méds utilizada hasta el momento en los
trabajos de virologia experimental en cricétidos. Asi{ mismo se

han realizado muchos estudios en estos roedores con la cepa Cba
An 9446.

La cepa Candid 1, es la cepa vacunal actual. La evolucién
clinica de los primeros seres humanos vacunados mostré un bajo
nivel de efectos colaterales . La via de administracién més
adecuada fue la intramuscular. Se observé conversidn serolégica
en el 95% de los vacunados {(Mac Donald et al., 1986; Barrera Oro
et al., 1986). La inmunidad celular fue medida por el ensayo de
transformacién de 1linfocitos, en este caso el 98% de 1los
vacunados respondieron positivamente (Kenyon et al., 1988).



1.3. RESERVORIOS DEL VIRUS JUNIN Y OTROS ARENAVIRUS.

Los arenavirus estédn estrechamente relacionados con 1los
roedores en la naturaleza. A pesar de que existen en el mundo
alrededor de 1700 especies de roedores agrupados en 34 familias,
los arenavirus estdn asociados solamente a dos de ellas: Muridae
y Cricetidae (Arata y Gratz, 1975).

El complejo Tacaribe estd asociado a roedores pertenecientes
a la familia Cricetidae, con excepcién del virus Tacaribe que
como se dijo antes fue originalmente aislado de murciélagos del
género Artibeus, en la isla de Trinidad (Downs et al., 1963). Los
arenavirus del Viejo Mundo estdn vinculados a roedores de la
familia Muridae, particularmente a los géneros Mus (LCMV) vy
Mastomys 0 Praomys (complejo Lassa).

En el cuadro N2 1 se presentan las especies de mamiferos
conocidos, asociados con los arenavirus (Howard, 1986).

La relacién entre la FHAR y los roedores silvestres del érea
endémica fue seflalada cuando se describié la enfermedad
(Arribalzaga, 1955).

Otros investigadores (Parodi et al., 1959; Sabattini, 1966;
Sabattini, 1977) terminaron de establecer la importancia de los
cricétidos campestres en el ciclo natural del virus.Junin. El
virus se aislé a partir de tres especies de roedores: Calozmys
musculinus, Calomys laucha, Akodon azarae, siendo la primer especie la
mis importante en la cadena epidemiolégica, debido a que sBe
realizaron aislamientos positivos de virus Junin en un nudmero
elevado de cCalomys musculinus (Sabattini et al., 1977).

Se han realizado numerosos estudios sobre 1la ecologia y
control de roedores involucrados en la FHA.

Un muestreo de las especies de roedores silvestres de la zona
endémica de la FHA, cultivada con finalidad agricola, demuestra
que la distribucién de 1los roedores sigue ciertas reglas
generales.

En los campos cultivados hay un amplio predominio de 1las
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especies de roedores del género Calomys : C.laucha , C.musculinus.
En cambio en las pasturas no perturbadas hay predominio de
las especies del género Akodon : Akodon axarae, Akodon obscurus junto
a Oryzomys nigripens. En el domicilio y peridomicilio la laucha
doméstica (Mus musculus ) Y las ratas (Rattus rattus Yy Rattus
povergicus) son las especies dominantes (Kravetz, 1977).

8in embargo es posible capturar cualquiera de estas especies
fuera del ambiente donde es dominante.

De Villafafie et al., (1977) sugieren que la composicidén de la
comunidad de roedores antes de las labores de la agricultura,
seria semejante a la observada en los ambientes estables.

Al trabajar el campo para su produccién agricola se
distinguen dos tipos de habitat: borde y cultivo.

En los bordes se mantiene una composicién semejante a la del
habitat original y en los cultivos se desarrollan las especies
capaces de adaptarse a los cambios impuestos por las labores
agricolas. A estos tipos de especie pertenece el género Calomys.

De 1lo expuesto anteriormente concluimos que el Calomys
musculinus , €6 el principal reservorio natural del virus Junin,
por ser una de las especies Que abundan en los campos de cultivo

y por su elevada susceptibilidad a contraer infecciones
persistentes.

El estudio de un &4rea no endémica de la FHA, como es la
localidad de Pilar (Pcia. Bs.As.) reveld la existencia de dos

pobladores que sufrieron infeccién subclinica de la nombrada
enfermedad.

A pesar que en los roedores silvestres de la zona se comprobé
el predominio del género Calomys, se aislé virus con
caracteristicas biolégicas y antigénicas del VJ, en el cerebro
de un Akodon axarae. Esto llevd a suponer que en el futuro podian
aparecer casos clinicos de FHA, en zonas no reconocidas
actualmente como endémicas (Weissenbacher et al., 1985).



ESPECIES DE MAMIFEROS CONOCIDOS

ASOCIADOS CON ARENAVIRUS

VYIRUS ESPECIES LOCALIZACION
VIRUS DEL VIEJO MUNDO

LCNV Nus musculinus Puropa y América
Lassa Mastomys natalensis Oeste de Africa
Nopeia Mastomys natalensis sur de Africa
Mobala Praomys s8sp Mrica central

VIRUS DEL NUEVO MUNDO

Junin Calomys musculipus Argentina
Calomys laucha
Akodon azarae

Machupo Calomys callosus Bolivia

Yacaribe Artibeus literatus trinidad
Artibeus jamaicensis

haapar{ Oryzomys goeldii hmapa, Brasil
Neacamys guianae

Plexal Oryzomys 8sp Para, Brasil

Pichindé Oryzomys albigularis Colombia

Thomasomys fuscatus

batino Calomys callosus Bolivia, Brasil
Parand Oryzomys buccipatus Paraguay
tanigai Sigmodon hispidus Plorida, USA

Datos obtenidos de Howard, CR (1986).

HABITAT

Peridoméstico
$abana
Sabana

Sabana

Praderas

Praderas ,
Peridonéstico

Bosque ,
perinrbano

Bosque tropical

Bosque tropical
Bosque tropical,
rios y valles
Praderas ,
peridoméstico

Bosque tropical,
gabana

tierras pantanosas
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1.3.1. Estudios realizados en colonias de cricétidos.

Para poder llevar a cabo investigaciones en etapas l6gicas y
sucesivas sobre la infeccién de roedores con arenavirus, es
fundamental el conocimiento bdsico de la biologia de los mismos,

para lo cual es necesario el establecimiento de colonias de
cricétidos en el laboratorio.

Los distintos aspectos de 1la respuesta a la infeccién
experimental de roedores con arenavirus, asi como los mecanismos
de transmisién pueden ser evaluados cuando ge realizan
investigaciones en animales de experimentacién provenientes de
colonias mantenidas en condiciones estandar de bioterio.

Son de gran utilidad para nuestro pais todos los aportes
sobre las especies de los géneros Calomys y Akodon, por ser los
principales transmisores del virus Junin en el ciclo natural de
la FHA (Sabattini et al., 1977).

En investigaciones mds recientes se ha comprobado que los
cricétidos Akodon azarae, Akodon dolores, Akodon molinae y Calomys
callidus son capaces de desarrollar infecciones persistentes,
cuando son infectados experimentalmente con virus Junin, cepa
XJcl, (Videla, 1988). 8i estos roedores se infectaran

naturalmente cabria esperar una mayor expansién del A4rea
endémica de la FHA.

En la Repuiblica Argentina se han realizado estudios sobre los
pardmetros de crecimiento y reproductivos en colonias de
cricétidos, como ser Akodon azarae (De Villafafie, 1981a), Akodon
molinae Y Akodon dolores (Merani y Lizarralde, 1980; Merani et al.,
1983), Calomys musculinus (De Villafafie, 1981b), Calomys laucha
(Kravetz et al., 1981) y Calomys musculinus , Calomys laucha y Calomys
callidus (Hodara, 1987).

Desde el punto de vista bioquimico se han estudiado colonias
de C.musculinus, C.laucha y C.callidus (Hodara, 1987). Estas
determinaciones comprenden valoraciones hematolégicas, dosaje de
las enzimas sanguineas alanina aminotransferasa (ALT) Yy
aspartato aminotranferasa (AST), cuantificacién de proteinas
totales, proteinogramas y andlisis quimico de orina empleando
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tiras reactivas.
Los resultados hallados contribuyen a la caracterizacién de
las especies de cricétidos. Por otro lado se hallaron valores de

referencia que son de utilidad para realizar futuras
investigaciones en el tema que nos atafie.

1.4. INFECCION EXPERIMENTAL DEL Calaomys musculinus CON VJ.

1.4.1. Estudios realizados utilizando la cepa XJCIr

La infecci6n experimental del Caloays musculinus con la cepa
atenuada XJCI, fue estudiada en forma intensa por distintos
investigadores, en virtud de lo cual se han publicado numerosos
trabajos utilizando el modelo mencionado.

C.musculinus de 1-10 dias de edad inoculados con la cepa XJCl,
por via 1ip, desarrollaron una enfermedad cuyas primeras
manifestaciones fueron disminucién en los reflejos y erizamiento
del pelo. Progresivamente los animales mostraron una acentuada
lateralizacién en 1la marcha, acompafiada de temblores Yy/o
convulsiones. Como consecuencia de la enfermedad se registré una
mortalidad superior al 50% entre los cricétidos infectados.

La respuesta de los animales sobrevivientes a la infeccién no
fue uniforme, ya que algunos quedaron afectados (menor tamafio,
hiperexitados) mientras que en otros los signos de enfermedad
desaparecieron por completo. Un grupo de cricétidos, a pesar de
haber sido inoculados de manera similar a los restantes, nunca
enfermé. (Lampuri et al., 1982).

La patogénesis de la infeccién de C.musculinus, con la cepa
XJCl, seria probablemente de origen inmunolégico,_dado que la
administracién de suero antitimocito en los cricétidos neonatos
en dias subsiguientes a la infeccién, produce un retraso en la
aparicién de los signos clinicos, una menor morbilidad y una
significativa disminucién de la mortalidad (Coulombié et al.,
1986a).

En aquellos C.amusculinus que superaron la etapa aguda de la
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infeccién, asi como en algunos que nunca presentaron signos de
enfermedad, se detecté una infeccién persistente con altos
titulos virales en cerebro (Lampuri et al., 1982), en algunos
casos el aislamiento viral también fue positivo en glé&ndulas
salivales y bazo (Lampuri., 1984), ocasionalmente se presentaron
viremias recurrentes (Alché y Coto, 1986), se observé 1la
presencia de lesiones anatomopatoldgicas en grandes A4reas del
cerebro, histolégicamente descriptas como meningoencefalitis
(Laguens et al., 1982b) y en todos los casos se detectaron
anticuerpos neutralizantes anti-virus Junin (Lampuri, 1984).

El virus recuperado de cerebro o sangre de C.musculinus
provenientes de la etapa aguda o crénica de la enfermedad fue
neutralizado parcialmente por el suero del mismo animal. Por
otra parte este mismo suero neutralizé en alto titulo a la cepa
parental utilizada para la infeccién del cricétido estudiado.

La aparicién de nuevas ©particulas virales variadas
antigénicamente, permitirfan al virus Junin evitar la accién de
los anticuerpos neutralizantes que se generan como consecuencia
de la replicacién del mismo en C.musculinus (Lampuri y Coto, 1983;
Alché y Coto, 1986; Alché y Coto, 1988).

Han sido caracterizadas algunas propiedades biolégicas de
estas variantes antigénicas, aisladas de sangre de C.musculinus,
que habian sido infectados con virus Junin, cepa XJCl,; (Alché y
Coto, 1988).

Anteriormente se ha sefialado que la respuesta inmune humoral,
no fue capaz de neutralizar el virus del C.musculinus. Esta
conclusién estd complementada por los experimentos realizados
con ciclofosfamida que fue administrada en concentraciones
suficientes para interferir con la sintesis de anticuerpos en
los C.musculinus. Se verificé que no se modifica el curso de la
infeccién tanto en cricétidos adultos como en lactantes,
demostrando que 1los anticuerpos neutralizantes carecerian de
importancia como mecanismo humoral de defensa (Coulombié y Coto,
1985).

Como ya describimos los C.musculinus neonatos son sensibles a
la inoculacién de virus Junin, cepa XJCl; por via ip, pero a
medida que aumenta la edad del animal, se observa una mayor
resistencia a la infeccién. Este proceso concluye a los 15 dias
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de vida, edad en 1la cual los cricétidos son completamente
resistentes a la inoculacién por via ip de XJCl; (Coulombié et
al., 1986b).

Se observé que el virus Junin replica eficazmente en
macr6fagos peritoneales, de C.musculinus adultos y neonatos. Esta
situacién no permitia explicar si el macréfago estaba
involucrado en la resistencia edad-dependiente observada en los
roedores.

Los estudios realizados empleando silica, agente
relativamente téxico para los macréfagos sugieren un diferente
comportamiento de los mismos, dependiendo de la edad del animal.
Los macré6fagos peritoneales de C.musculinus neonatos actuarian
probablemente como sitio primario de multiplicacién viral, en
cambio los de los cricétidos adultos desempefiarian una actividad
antiviral extrinseca, evitando la replicacién viral en otro tipo
celular susceptible y creando la barrera edad-dependiente
mencionada anteriormente (Coulombié et al., 1986b).

Se induce una infeccién persistente en C.musculinus adultos con
la cepa XJCl3, cuando se emplea la via de infeccién in. En este
caso mueren aproximadamente el 50% de los animales inoculados
como consecuencia del desarrollo de una meningoencefalitis.
Todos los cricétidos presentaron anticuerpos neutralizantes, atn
aquellos que evolucionaron sin signos de enfermedad. No se

observé eliminacién de virus por fauces y orina (Laguens et al.,
1982a).

Estudios realizados establecen que se puede lograr transmitir
la infeccién horizontalmente pero no se pudo demostrar

transmisién vertical en este modelo, hasta ahora (Lampuri et
al., 1985)

1.4.2. Infeccién del C.musculinus con la cepa Cba An 9446 del
virus Junin.

la informacién obtenida con las cepas salvajes del virus
Junin, es menos abundante.



Sabattini et al. (1977) han demostrado que la infeccién
neonatal del C.musculinus con la cepa Cba An 9446 por via
intracerebral o intranasal, induce en el hospedador una
infeccién asintomdtica y persistente, acompafiada de eliminacién
de virus por orina y saliva asi como de viremia.

Resultados semejantes fueron encontrados por Vitullo et al.
(1987), cuando utilizaron la via intranasal para inocular
C.musculinus neonatos con 1la cepa Cbha An 9446, pero 1los
investigadores registraron una mortalidad de alrededor del 70%
entre los dias 24-40 post infeccién, precedida de un retraso en
el crecimiento de los animales. Los cricétidos sobrevivientes
presentaron una marcada reduccién en la fertilidad.

El 50% de los C.musculinus adultos infectados con la cepa Cba
An 9446 por via intranasal desarrollaron persistencia viral con
presencia de virus en sangre, orina y saliva y se comprobdé que
la sintesis de anticuerpos inmunofluorescentes fue nula o escasa
y tardia. (Sabattini et al., 1977; Martinez Peralta et al.,
1979; Vitullo, 1989). El resto de los animales inoculados
establecen una respuesta inmunocompetente caracterizada por la
presencia de anticuerpos géricos inmunofluorescentes Y
clarificacién del virus (Vitullo, 1989).

En ambos tipos de respuesta no se detectaron modificaciones
en la capacidad reproductiva, sobrevida ni alteraciones en el
peso corporal, respecto de los controles (Vitullo, 1989).

Un importante sitio de replicacién del virus Junin 1lo
constituyen las glédndulas salivales del C.musculinus. Lo
mencionado anteriormente ha sido demostrado por estudios
realizados por Martinez Peralta et al. (1979), utilizando la Cba
An 9446 para infectar a los cricétidos. Se comprobd que las
glédndulas salivales contiene numerosas particulas virales que
fueron visualizadas utilizando 1la técnica de microscopia
electrénica.

Se realizaron estudios sobre la sobrevivencia del virus Junin
en la naturaleza en el afio 1977 (Sabattini et al.). Se demuestra
experimentalmente que la transmisién horizontal ocurre cuando el
contacto entre roedores es estrecho y continuado y relacionado
con la eliminacién de virus en orina y saliva. Se encontré que
la infeccién también puede transmitirse de las hembras a sus
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crias durante la lactancia (transmisién vertical post-natal)
(Sabattini et al., 1977).

Estas observaciones previas fueron estudiadas en forma
exhaustiva por Vitullo (1989), quien realizé la cuantificacién
de la transmisién vertical (post-natal) y horizontal del virus
Junin, Cba An 9446, utilizando el modelo matemdtico de FINE
(1975). E1 autor llegé a la conclusién que tanto la transmisién
vertical como la horizontal son insuficientes como mecanismos
unicos para mantener la asociacién del virus Junin con
C.musculinus Yy se logra la prevalencia en la naturaleza de dicha

asociacién en base al equilibrio entre ambas formas de
transmisién.



2 — OBJETIVOS



OBJETIVOS. En virtud de 1las investigaciones realizadas

sabemos que el Calomys musculinus es uno de los principales
eslabones en el ciclo de transmisién de la FHA.

Cuando el C.musculinus neonato es inoculado experimentalmente
con la cepa XJC1, de virus Junin, desarrolla una enfermedad que
cursa en dos fases: aguda y crénica.

Los objetivos de los estudios qQue se presentardn a
continuacién fueron contribuir al conocimiento de la
hematologia, de variables de quimica clinica como glucemia Yy
uremia y del cuadro proteico del cricétido, en ambas fases de la
enfermedad.



3 - MATERIALES Y METODOS



3.1. Virus.

Virus Junin

La cepa XJCI3 de virus Junin {Guerrero y Bozaca, 1980), fue propagada enm cerebro de ratén blanco lactante.
Il virus utilizado en este trabajo tenfa 14 pasajes en dicho huésped, después de clonado, con tftulo del 1,1
1 10! DLsolll para ratén blanco neonato, cepa OF1 (IFPA - Credo, Lyon, Prancia )

3.2. Cultivo de Tejidos.

Se utilizé la linea continua proveniente de rifién de mono verds africano, Cercopithecus aetiops
, denonipada Vero. lLa linea fue mantenida por repiques semanales en medio MEK (Medio Esencial Minime) en
solucién salina balanceada de Barle, con glutamina y aeinodcidos no esenciales (Medio Sintético
GIBCO),suplementado con 5% de suero de termera (§?) 6IBCO previamente inactivado durante 30 min 2 56 'C 7§
adicionado de 50 pg de gentamicina. Cuando las células alcanzaban la confluencia se las mantenia en 33 'C con
nedio basal de Eagle (MBE) en solucién salina balanceada de Barle, con glutamina (Medio Bimtético GIBCO)
suplementado con 2% 8Y GIBCO y 50 pg/ml de gentamicina.

Esta linea seutilizé para la titulacién de VJ a partir de los cerebros de C.musculinus infectados.

Para realizar la titulacién se utilizé el método de unidades formadoras de placas bajo agar (Damonte y Coto,
19U).

3.3, Anigales.

1.3.1. Calomys musculinus.

la colonia de C.musculinus se originé a partir de unos cuantos ejemplares de C.musculinus
cedidos por la Dra. M.§.Sabattini. Se realizaron estudios morfométricos y citogenéticos para caracterizarlos
(D'Aitolo y et at., 1981).

los C.musculinus son criados en el bioterio de )a Cétedra de Virologfa de la Facultad de Ciencias
Bxactas y Naturales (UBA). Se siguen las normas para roedores utilizados en el bioterio de Parmacologia,
Bromatologia . A partir de los animales que le dieron origen, la colonia ha sido mantenida cerrada. Los
animales que van a ser usados en el mantenimiento de la colonia se obtienen por apareamiento monogdeico, en
cakbio se utiliza el sistesa de organizacidn poligdmico para los cricétidos que van a ser usados en disefios
experisentales. Se ha comprobado que el periodo de gestacién en los C.musculinuses de 20 a 21 dias y
que el tieepo Optimo para el destete de las crfas oscila entre 21 - 23 dfas de vida.



3.3.2. Ratones blancos:

OF (IPPA - Credo, Lyon, Prancia), se obtuvo de la colonia cerrada del bioterio de la Citedra de
Virologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Baturales, UBA. Ratones de 2 - 3 dfas de edad se emplearon para
12 preparacién de stock de VJ.

3.3.3. Conejos Nev $e}and White:

Be enplearon dos animales de exocria de 1,5 - 2 kg de peso, obtenidos de Bioterio Central de La Facultad
de Ciencias Bxactas y Naturales, OBA. Be utilizaron para obtener antisueros antiproteinas séricas de
C.musculinus.

3.4. Preparacién de los gtocks de Virps Junin.
En cerebro de ratén lactante.

$e inocularon ratones albinos de 24 hs de vida por via ic con 10° OFP ds virus Junin en 0,02 n} en PBS.
) los 74dias pi e sacrificaron los animales y se cosecharon los cerebros. Se preparé un bomogenato al 103
(B/V) de cerebro de ratén en PBS isoténico, PH: 7,4, conteniendo 10% de suero de ternera inactivade., Bl

bomogenato se centrifugd a 10.000 x ¢ durante 1 b a 4 ‘C y el sobrenadante se fraccioné y sc utilizé como
fuente de virus, conservindoselo a 70 °'C hasta su uso.

3.5, Aislamiento y titulacién de virus.

Los cerebros de C.musculinus infectados con 13 cepa 1JC1, de W fueron extraidos estérilente. Para
poder realizar la pesquisa de virus se procesarod las muestras obtenidas de la siguiente manmera: se maceraron
los cerebros en morteros estériles sobre hielo y se suspendieron a}l 10% (P/V) en PBS conteniendo suero de
ternera inactivado en conceptracién de 3% . Se procedié a centrifugar las suspenciones a 10.000 xg durante
45 min a 4 °C. Los sobrenadantes se conservaron a 70 "C basta su uso.

Los sislamientos virales se realizaron inoculando ratones albinos de 24 - 48 hs de vida, por via ic con
0,02 2] de la muestra. Los aunimales se controlaron durante 21 dfas, registrdndose la morbimortalidad.

Los eislamientos fueron considerados positivos, coando los ratomes presentaban signos neurolégicos
caracteristicos de la encefalitis producida por el virus Junin (lateralizacién de marcha, pardlisis y muerte).

Las titulaciones de virus se realizaron utilizando los siquientes métodos:

3.5.a. Onidades formadoras de placas bajo agar.

Se utilizd el método de Damonte y Coto {1974].



e utilizaron monocapas de células Vero, cultivadas durante 24 he en botellas de 15 &) de capacidad. Se
prepararon diluciones seriadac decisales del virus y se inoculd 0,2 sl de cada dilucién por botella. e dejé
absorber el virus durante una hora a 37 °C agitando suavemente las botellas cada 15 min aproximadamente.
Luego se retiré el indculo y se cubrieron cada une de las mobocapas con 3 ml de medio sélido nutritive
conpuesto por partes iguales de una solucién de agar al 2% en agua bidestilada y MEN en concentracién doble,
con respecto a la usada babitualmente, suplementado con {t de suero fetal bovino inactivado. Se dejé
solidificar ¢] medio 8 temperatura smbiente; posteriormente las botellas se incubaron en forma invertida por
el término de 7 dfas & 37 "C. Al cabo de los cuales se procedié a revelar las placas de lisis para lo cual
126 células fueron fijadas con formol 2l 10% durante 30 min y luego se extrajo el agar. Ona ves fijadas las
aonocapas, se procedié a teBirlas agregando una solucién de cristal violeta al 1§, que se mantuvo durante 15
minutos. El exceso de colorante fue lavado con agua corriente dejando escurrir antes de contar las placas.

e utilizaron dos botellas por dilocién y los titulos se calcularon en base & 12 siguiente formula:

titulo (OFP/al) K/9xD
siendo:  I: ndmero promedio de placas
V: volusmen de inéculo

D: diducién inoculada.

3.5.b. Dilucién a) punto final.

Se inocularon ratones blancos (Cepa OF,) de 24 - 48 bs, por via ic con 0,02 ul de diluciones de la muestra
a titular, seriadas al décimo en PBS.

Se utilizaron lotes de 9 ratones por dilucidn. EBstos animales se observaron durante 21 dias registrdndose
la aparicién de sintomatologia tipica producida por el virus Junin.

Los titulos se expresaron DL,,Ill calculéndolo por el método estadistico de Reed y Muench (1938).

3.6. Obtencidn de muestras de sanqre.

3.6.1. C.musculinus sanos e infectados con 4.000 DL,/nl de virus Junin, cepa 1JCl, fueron sangrados a
través del plero venoso retroorbitario. Los animales no fueron anestesiados para la obtencién de sangre.
Para llevar acabo las valoraciones hematolégicas, de glucemias y uremias se extrajo sangre utilizando
capilares beparinizados.
Bl estudio proteico se realizé en sueros de C.musculinus, obteridos de 1a siquiente manera: las
auestras sanguineas se dejaron coagular a temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 2500 xg durante 15
ain. Los sueros se fraccionaron y se cobservaron a -20 'C basta su utilizacifn,

3.6.2. X partir de muestras de sangre venosa bumapa normal se obtuvieron los sueros correspondiente por el
procedimiento mencionado anteriormente. Estoc sueros se almacemaron a -20 °C basta su procesamiento.



3.7. Deternipsciones hematolégicas.

Con las muestras de sangre obtenidas se realizaror las determinaciones de : volumen globular, bemoglobina
y recuento tota) y diferencial de lencocitos.

3.7.1. Yolumen q)obular : Se deterniné mediante el método de microbematocrito. Se utilizaron tubos capilares
beparinizados para la obtencién de las muestras sanguineas. Dichos capilares fueron centrifugados durante §
mip a 12.000 rpn en una microcentrifuga. La relacidn porcentual entre el volumen de eritrocitos y 6] volumen
total se midié mediante un Abaco (Dacie y Levis, 1970) .

3.7.2. Bemog)obipa : Se deterainé utilizando e) método colorimétrico de la ciaometahemoglobina (Drabkin y
Rustin, 1932). Se utilizé un volumen de sangre de 0,02 al cada 5 ml de reactivo de Drabklin. Se midié la
densidad dptica a 540 na.

3.7.3. Recuento total de leucocitos: Se efectué por método visual, utilizando la cdmara de cuentaglébulos de
Teubauer. Las muestras de sangre fueron diluidas en tubo en )2 proporcién de 1:20. El liquido diluyente usado
fue ac acético al 2%, coloreado débilmente con violeta de genciana (Dacie y Levis, 1970).

En el recuento djferencial de leucocitos se utilizé la coloracién de Nay Graawald - Giensa para tefiir los
extendidos de sangre. Se contaron 200 elementos en cada extensién de sangre (Dacie y Lewis, 1970).

3.8. Determinaciones de glucemias y uremias.

Los cricétidos sanos e infectados fueron sangrados después de tres bs de ayuno, utilizando capilares
heparinizados. Se separd e) plasma por centrifugacién a 12.000 rpa, durante-cinco min ep una microcentrifuga.

Los dosajes de glucemias y de uremias se realizaron weando equipos de reactivos comerciales (Wiener,
Lab.).

Se deternind el nivel de glucosa en el plasma de cada animal usando el método enzimdtico de glucosa
oxidasa-peroxidasa, colorimétrico (Benry, 1969). Las lecturas espectrofotométricas se realizaron a 505 ma.

Se dos6é la concentracién plasmdtica de la orea aplicando el método enzimético especifico que utiliza
vreasa. Los productos de degradacién de la urea fueron medidos colorimétricamente (azul de indofenol)
(Stergermann y Loeschecke, 1962). las depsidades bpticas se midieron a una longitud de onda de 540 pe.

3.9. Determinaciones de proteinas séricas totales.

Las proteinas totales se determinaron en sveros provenientes de C.musculinus sanos e infectados con
la cepa 1JC1y de WJ. Los cricétidos fueron sangrados después de 3 hs de ayuno. También fueron valorados sueros



bumacos norsales, obtenidos después de 12 hs de ayumo.

Para Ja valoracidn sérica de las proteinas totales se utilizé el método de Lovry et al (1951). La curva
de calibracién se realizé empleando 2lbdmina bovina, marca comercial BDH.

Las lecturas espectrofotométricas se realizaron a 660 oa.

3.10. Fraccionamiento de proteinas séricas

Los sueros coyas proteinas totales se valoraron cuantitativamente, fueron sometidos a fraccionamientos
elactroforéticos.

3.10.8. En acetato de celulosa gelificado.

Para realizar este fraccionamiento proteico se utilizaron tiras de acetato de celulosa (Kohn, 1957)
gelificado, comercializado como Cellogel (Chemetron, Kilamo) de 2,5 x 17 cn; solucién reguladora de alta
resolucién: TRIS 0.116N, glicina 0,301K, dcido salicilico 0,0036X (PE:8,6); una cuba de electroforesis y una
fuente de poder estabilizada.

Se seabraron 1,5 31 de cada suero, coloreado con azul bromofenol. Las separaciones electroforéticas se
realizaron durante 30 min, utilizando una intensidad de corriente eléctrica de 3 mA/tira y una diferencia de
potencial no mayor de 200 V.

Las diferentes bandas proteicas fueron tefiidas con solucién colorante negro amido 10B 0,1% en solucidn
de (V/V) metanol: dcido acético: agua, 45:10:45, solucién lavadora, se descoloraron con 1a misma solucidn
Javadora. Posteriormente, las tiras de acetato de celulosa se transparentizaron sumergiéndola: prieero en
aetanol puro y luego en una solucidn de (V/V) metanol: &cido acético: glicerol (86:14:1).

Se efectud el trazado densitométrico de las diferentes bandas proteicas utilizando un densitémetro marca
comercial METROLAB..

3.10.b. Bn qel de poliacrilamida en placa vertical,

Se utiliz6 el sistema discontinuo en gel poliacrilamida descripto por Laemali (1970) para realizar
el fracciopamiento proteico.

Cada placa utilizada estaba formada por un gel espaciador con la siguiente composicién (P/V) : 3,8% de
acrilaeida, 0,108 de X,I' Metilen-bis-acrilamida, 0,108  de persulfato de amonio, 0,031t de
IR0 M'tetrametil-1:2 - diamino etano (ZEMED) en solucién amortiquadora IRIS-CIR 0,495% (PH 6,8)
Y por un gqel separador compuestc por (P/V): 1,28 de acrilasida, 0,19% de KX’
metilen-bis-acrilasida , 0,036 de persulfato de amonio, 0,031% de TEMED en solucibn amortiguadora TRIS-CH
3,0 M (PR:8,8).

En cada calle del gel se sexbré una muestra de suero, preparado de la siguiente manera : 4 pl de suero
+ 2 pl de azul de bromofemol, 0,1% en etanol + 5 pl de sacarosa 50%.

e aplicd uwo voltaje de 140 V. durante 5 he uséndose como solucién regquladora de la separacién



electroforética TRIS-CIH 0,0247K, glicina 0,192 N (PH: 6,3).
E] gel se tifi6 con azu) brillante de Coomasie R250 0,1% en solucién de (V/V) metanol : agua: &cido
acético (50:38:12) y se decolord con Acido acético al 104,

1) Acetato de celulosa
3.10.c. En_dos pasos gucesivos l
2} Gel de poliacrilaxida

Se implementé la siguiente técnica: separacién de las proteinas séricas en acetato de celulosa y a

continuaciéo las bandas proteicas obtenidas en el soporte mencionado fueron fraccionadas en una placa
de gel de poliacrilamida.

1) Beparacién ep acetato de celuloga qeljficado.

Se sembraron tres veces consecutivas, en el misno lugar, 3 pl de suero coloreado con arul de bromofencl,
dejando secar el soporte entre las sucesivas siembras.

8¢ realizé la reparacién electroforética en las condiciones descriptas anteriormente para el
fraccionamiento en acetato de celulosa.

Una vez finalizada 1a separacién proteica, se corté la tira de acetato de celulosa por lamitad en sentido
longitodinal de) fraccionamiento proteico. Una de las partes en que se dividid e) soporte se colocé en cdmara
himeda y la otra porcidn de 12 tira se tifid con solucién de Negro Amido 10B 0,1% en solucién lavadora. Una
ver finalizado el proceso de tincién y lavado, se juntaron ambas tiras de acetato de celulosa en forma
tal que se pudo inferir la presencia de las bandas proteicas del acetato de celulosa no tefiidas, por
comparacién visual. De la tira no coloreada se cortaron trozos de acetato de celulosa de aproximadamente
0,5 1 1cr en las zomas en que se encontraban las distintas bandas proteicas. Los trozos de acetato
de celolosa se sembraron en el gel espaciador de una placa horizontal de poliacrilaxida.

4 1l de suero total se embebieron en un pedazo de acetato de celulosa de 0,5 x 1 cn y s5e sembré de
idéntica manera que los demds en gel.

2) 6e] de poliacrilamida en placa horizontal.

gel espaciador: 3,8% de acrilamida
gel de poliacrilarida

gel separador: 7,2% de acrilamida

[a composicién del gel, lac soluciones reguladoras y el procesc de tincién son los mismos que se
describieron previamente para la placa de poliacrilamida vertical.

Preparacién de la placa de gel de poliacrilamida

e utilizaron dos léminas de vidrio de 16 1 13 cp. ) una de ellas se adhirié un trozo de celofdn
bidréfilo hidratado de 18 x 15 cn bien tensado. Entre ambas placas de vidrio se colocaron tres separadores
plésticos de 1 sz de espesor por 1 cm de ancho.



Los separadores se colocaron en forma tal que encuadraron un espacio de 10 x 10 cn. Upa ver acomodado
y prensado todo el dispositivo, se procedié a sellar las ldminas de vidrio con agar 2] 2%. El soporte armado
se colocé verticalmente, de modo que quedd el lado sin sellar hacia arriba. Se volcé dentro la solucién
poliserizante del gel separador hasta que alcanzé upa altura de 7 cm. Se dejé polimerizar (aproximadamente
una hora), luvego se agregd la solucién correspondiente al gel espaciador hasta que alcanzé una altura de
2ce. A dos 40 - 45 nin se obtuvo up gel de aproximadamente 10 x 9 cm (ge] espaciador: 2 cm - gel separador:
1 ca).

Se quardd la placa de poliacrilamida contenida entre las dos léminas de vidrio, en cdnara himeda durante
24 bs.

Se removi6 e) vidrio superior, colocando una espdtula entre ambas placas de vidrio y se recorté y retiré
e] celofdn con el gel adherido.

L2 placa de poliacrilamida junto con el papel celofén, se apoyaron en un soporte s6lido, colocado
borizontalments  entre ambos separadores de los compartimientos amédico y catédico de una cuba de
electroforesis estdndar. Be utilizé papel secante como puente entre el gel y la solucién reguladora.

El fraccionamiento proteico se realizé durante 2 hs, aplicando una intensidad de corriente de 20 mA y una
diferencia de potencial de 200 V.

La separacién electroforética se interrumpié 1 hora después de iniciada, por un tiempo minimo, para
retirar los trozos de acetato de celulosa del gel.

3.11. Obtencién de antjsueros: suero de conejo, antisuero de Calomys musculinus.

$e inocularon dos conejos Hew feland White, con una mezcla de sueros provenientes de 20 cricétidos adultos
{(eachos y bembras) por via intra-muscular. Ono de los conejos fue inoculado cop suero total de
C.musculinus (conejo 10157, macho) y el otro con la fraccién del suero de C.musculinus que se
obtiene, después de precipitarlo dos veces con sulfato de amonio al 50% (copejo RO 167, hembra).

3.11.a. Método usado para la precipitacién del suero de Calomys musculinus con sulfato de awonio.

Be trabaj6 con material de vidrio estéril, cuidando de mantener 1a esterilidad en cada paso realizado.



S al de suerc de C.musculinus + 5 &l de SO‘UH‘)Z 8l S0% (P/V)

Agregar el 804(IH )2 gota 2
gota, con agitacidn.

Dejar toda la noche
agitando.

Centrifugar 15 min a 3.000 rpa

Precipitado

l

Disolver en 5 ml de aqua destilada

l

Agregar 5 al de 504(IB4) 3l 50%
gota a gota. Dejar toda i

l
Centrifugar 15 min a 3.000 rpa.
)
Disolver en 2,5 al de agua destilada
l

Dializar contra solucidn fisioléglca
basta libre de SO’

|

Centrifugar 10 min a 2.500 rpa.
Descartar el precipitado

l

Centrifugar 45 win a 10.000 rps.

J

Praccionar y guardar a -20 °C

8 noche agitaudo.

Sobrenadaste
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3.11.b. Preparacién del inéculo.
Se inocularon los ant{genos (svero total de C.musculinus y suero fraccionado con (iol(lH‘)2 3l 508

segin se detalla a continuacién: el antigeno se diluyé 1/4 con solucién fisiolégica estéril. 0,5 ml deesta
dilucién se emulsionaron muy bien con 0,5 &l de adyuvante incompleto de Freund (marca comercial BACTO).

3.11.c. Bsquena de la inoculacién realizada.

Los conejos fueron inoculados por via intra-suscular (i m ) a intervalos de 10-12 dias durante tres meses.

Se utilizé antigeno total para inocular el conejo RO157 y antfgeno fraccionado, para e) conejo RO167.

Luego de siete inoculaciones, se llevé a cabo una sangria exploratoria, por puncién en la vena marginal
de la oreja.

Se obtuvo un titulo de 1/32 en el suero del conejo RO157 y de 1/4 en el suero de) conejo 0167, valorados
por el método de Ouchterlony (1967)

Los conejos fueron reestimulados nuevasente por via i m, utilizando el mismo antigeno y dosis para cada
uno de ellos.

Después de 10 dfas fueron sangrados por puncién cardfaca. La sangre extraida se fraccioné en tubos cénicos
estériles, los cuales fueron taponades y colocados en un bado de agua a 37 °C, durante 4 hs. Luego se

centrifugaron a 7.500 1 g durante 30 min. B) suero asi obtenido se fraccioné estérilmente y se conservé a -20
°C.

3.12. Inzunoelectroforesis en gel de agar

Be utilizé el método descripto por 6rabar y Williams (1953), adaptado como micrométodo por Scheidegger
(1955), modificado, para realizar las inmunoelectroforesis de sueros provenientes de C.musculinus
sanos e infectados con la Cepa XJCIJ de VJ.

Como soporte se utilizaron porta objetos de 7% x 25 ee. cubiertos con una pelfcula seca de agar base 0,5
en aqua destilada, Sobre los sissos se colocaron aproximadasente 4 =] de agar {Noble Bspecial de Difco
Laboratories) 1,5% en solucién requladora de alta resolucién: RIS 0,116M, glicina 0,301M, dcido
salicilico 0,0036M (pH:8,6).

En el gel de agar que cubria cada porta objeto, se corté upa canaleta longitudinal central de 2 &
de ancho y 65 mr de longitud.

A cada lado de la misma se bicieron dos orificios de 1 mpde didmetro ubicados en €l centro de)
porta objeto y una distancia de 5 am del borde externo de la canaleta central. En cada orificio se seebraron
5 pl de muestra de suero, coloreado con azul de bromofenol 0,5% en etanol.

La separacién electroforética se realizé durante una hora, aplicando una intensidad de corriente
de 5 mh por porta objeto y un voltaje mo superior a 200 V; se utilizé solucién requladora de alta



resolucién.

Pinaliszada la separacién electroforética, se retiré la porcién de agar de la capaleta central y se
colocaron 80 pl de antisuero, antiproteinas séricas de C.musculinus. Se colocaron los porta objetos
on cémara de bumedad durante 24 hs. Luego se eluyeron las proteinas no precipitadas con solucién de cloruro
de sodio 0,91 en agua, dursnte 72 be, renovando la solucién de lavado cada 24 bs.

Be secaron los geles de agar enestufa a 80 °C, durante 30 ain y se tifieron con solucién Negro Amido

108 0,54 en solucién de (V/V) metanol: &cido acético: agua (45:10:45). (solucién lavedora). Se descoloraron
con la solucién lavadora.

3.13. Disebo experisental.

e inocularon grupos de C.musculinus de dos & cuatro dfas de edad por via intraperitoneal (ip),
con 4.000 DLsolll de virus Junin, cepa XJCI,

Estos animales y sus controles fueron agrupados de la siguiente manera:

6ROPO I

Constitnido por 243 animales inoculados, 86 amieales fueron sacrificados a los 2-2-5-5-4-1-1-10
-1-2-1-1-2-1-3-1-3-1-1-2-4-1-2-2-4-1-3-2-1-2-2-1-1-4-2-1-1-1-241as post infecciép para realizar la titulacién
de virus presente ep el cerebro. El ndmero de animales sacrificados en cada uoo de los dias mencionados fue:
2-2-5-5-4-1-1-10-1-2-1-1-2-1-3-1-3-1-1-2-4-1-2-2-4-1-3-2-1-2-2-1-1-4-2 -1-1-1-1.

GRUPO 11

Constituido por 190 animales inoculados. Pueron sangrades a los 6-8-11-12-13-14-15-16-17-18-19-
20-21-22-23-24 dfas post infeccibn (dpi).

En las 83 muestras de sangre obtenidas se realizaron las determinaciopes hematolégicas. El odmero de
auestras obtenidas en cada uno de los dias mencionados fue 4-3-2-5-12-6-2-2-8-9-11 -1-6-3-3-6.

GROPO III

Control del grupo II, constituido por 72 animales samos.

Pueron sangrados a los 9-11-14-15-16-17-18-19-20-21-24-30 dfas de vida.

En las 60 muestras obtenidac se realizaron las determinaciones hematolégicas. Bl nimero de muestras
apalizadas en cada uno de los dias mencionados fue: 3-2-8-3-6-6-2-6-9-5-7-3.

GROPO IV

Constituido por 95 animales inoculados. FPueron sangrados a los 10-13-14-18-23-28 dpi. En las muestras
de sangre ce dosé el pivel de glucosa y de urea.



¢lucemias: Se procesaron 47 muestras de sangre. El ndmero de determinaciones realizadas en cada uno de los
d{as post-infeccién foe : 9-9-7-5-12-5.

Dremias: Se procesaron 36 muestras sanquineas. El ndmero de determinaciones realizadas en cada uno de los
dpi mencionados fue 4-5-6-7-7-7.

GRUPO ¥
Control del grupo IV. Constituido por 68 animales sanos.

Pueron sangrados 8 los 13-15-17-21-27-31 dfas de vida. Las muestras sanguineas se utilizaron para
deterzinar glucemias y uremias.

Glucemias: e procesaron 61 euestras sanguineas. La cantidad de determinaciones realizadas en cada uno de
los dias citados fue: 8- 12-10-10-13-8.

Oremias: Se amalizaron 3¢ muestras de sangre. la cantidad de determinaciones realizadas en cada uno de los
dias citados fue: 3-6-6-6-7-6.

6ROPO VI

Constituido por 254 amimales inoculados. En las muestras sanquineas provenientes de estos animales se
realizaron deterninaciones hematoldgicas, de glucemias y de oremias.

Valoracjones heratolégicas:
Los animales fueron sangrados 2 los 38-42-45-89-97-116-123-126-130-138-139-158-172-180-186-196-2117-
225-236-243-244-269-287-288-315-442-443-493-497-536-572 dpi.
Se obtuvieron 84 muestras sanguineas.
L2 cantidad de determinaciones realizadas ep cada uno de los dias citados fue: 1-4-4-§-4-2-3-3-3-4-1
-1-1-1-5-5-4-1-1-7-2-1-1-1-1-3-1-1-4-3-5.
6lucenias: Los animales fueron sangrados a los 43-48-5¢-61 dpi.
Be obtuvieron 20 muestras de sangre. La cantidad de determinaciones en cada uno de los dias mencionados
fue ¢ 6-4-5-5.
Urenias: Los animales fueron sangrados a los 33-40-46-50-55-66 dpi. Se wobtuvieron 36 muestras de sangre.
La cantidad de determinaciones realizadas en cada uno de los dias mencionados fme: 4-8-6-7-5-6.

G6ROPO VII

Control del grupo VI. Constituido por 158 animales sanos.
En las muestras sanquineas se realizaron detersinaciones bematolégicas de glucemias y de uremias.
Yaloraciones hematoldqicas. Los animales fueron sangrados a los 40-48-56-63-84-103-120-126-128-150-171-
230-270-276-312-338-575 dfas de vida. Se obtuvieron 95 muestras sanguiveas. E} pdmero de determinaciones
bematolégicas e cada uno de los dias mencionados fue : 3-4-6-4-7-4-7-7-19-3-6-7-4-3-1-3-3.
Glucemias: Los animales fueron sangrados a los 45-50-58-63 dfas de vida. Se obtuvieror 18 muestras de
sangre. L) nimero de determinaciones en cada uno de los dias mencionados fue : 5-4-4-5.
Uremias: Los animales fueron sangrados a los 35-42-48-52-57-68 dfas de vida.
e obtuvieron 35 muestras de sangre. En las cuales se realizaron determinaciones de urea. El nimero de
deterninaciones en cada uno de los dias mencionados fue : 6-6-5-5-8-5.




GRiPO VIII

Constituido por 65 animales inmoculados. Fueron sangrados a los 15-18-20-21-22 dpi. Se obtuvieron 22
auestras sanquineas an las cuales se valoraron las proteinas totales y se realizé el fraccionamiento proteico

utilizando como soporte acetato de celulosa gelificado. La cantidad de determinaciones realizadas
on cada uno de los dfas citados fue: 8-4-4-2-{.

GROPQ I

Contro) del grupo VIII. Constituido por 36 animales sanmos.
Pueron sangrados a los 17-18-21-25-30 dias de vida.
e obtuvieron 23 muestras sanguineas de las cuales se valoraron las proteinas totales y se realizo el

fraccionamiento proteico en acetato de celulosa. La cantidad de determinaciones realizadas en cada uno de
Jos dias citados fue: 3-3-3-4-10.

6ROPO I

Constituido por 75 animales inoculados. Be obtuvieron 4] muestras sanguineas que se ntilizaron para
valorar las proteinas totales y realisar el fraccionamiento de 1as proteinas séricas en gel de poliacrilamida.

Los animzles fueron sangrados a los 15-18-19-21-23-45-55-60-70-90 dpi. B) ndmero de muestras procesadas
en cada uno de los dfas mencionados fue 4-5-4-3-{-5-5-6-5-6 respectivamente.

6ROPO II

Control del grupo I, constituido por 38 animales sanos. 18 cricétidos fueron inoculados a los 2-4 dfas
de vida con 0,02 al de upa solucién 108 P/V de un homogeneizado de cerebro de ratén blanco lactante normal
(CEBN, control I) y los 20 cricétidos restantes se utilizaron como controles sanos (control II).

Los anisales controles I y II fueron sangrados a los 17-21-23-26-27-30-35-45-48-58-62-72-100 dfas de vida.
El pimero de muestras sanguiveas obtenidas en cada uno de los dfas mencionzdos fue:

Cootro} I: 2-2-3-2-3-1-1-1-2-2-3-2. Yotal 24 muestras sanquineas.
Control II: 3-2-2-3-2-1-1-1-2-3-3-4, Yotal 27 muestras de sangre.

6ROPO III

Constitoido por 132 apimales inoculados. Se obtuvieron 49 mvestras sanguineas cuyas proteinas séricas
totales fueron valoradas y en las mismas muestras se realizé el estudio inmunoelectroforético. Los animales

fueron sangrados a Jos 10-16-19-21-31-38-47-69-71-76 dpi. La cantidad de determinaciones realizadas en cada
uno de los dfas citados fue: §-7-7-11-4-1-4-3-4-3.

GRUPQ IIII:

Contro) de) grupo XII. Copstituido por 21 animales ganos. 15 cricétidos fueron inoculados a los 2-4 dfas
de vida con 0,02 al de una solucién (P/V) 103 de un bomogeneizado de cerebro de ratén blamco normal (CRBR,
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Control I)y los 12 cricétidos restantes se utilizaron como control sano (control II).

Se obtuvieron 20 muestras sanguineas del control I, en los dfas 15-20-25-34-46 de vida. La cantidad de
suestras obtenidas en cada dfa fue: 6-4-1-4-5. .

Se procesaron 21 muestras sanguineas del control II, que fueron obtenidas en los dias 17-18-21-25-73-78
de vida. La cantidad de muestras obtenidac en cads dfa citado fue 3-3-3-4-3-5.

Las muestras provenientes de los controles I y I se utilizaron para realizar las valoraciopes de las
proteinas totales y el estudio insunoslectroforético de }as mismas.

Los animales inoculados en el momento de tomar )as muestras presentaron en algunos casos signos evidentes
de enfernedad, mientras que otros aparentaban estar sanos.

Los datos de los valores bematolégicos, de glucerias, de uremias y de proteinas séricas provenientes de
los animales inocalados 2 los 2-4 dfac de edad, fueron comparados con sus controles correspondientes teniendo
en cuenta la edad del animal en el momento de la obtencidn de la muestra.

3.14. Métodos estadisticos.

Estudio de la distribucién para cadz una de las variables.
Estudio de su ajuste a la distribucién normal. Andlisis de )a varianze de uo factor aplicado a los datos
bematolégicos, a Jos valores de glucemias, de uremias y de proteinas provenientes de animales infectados y
sus respectivos controles.

técnica no paramétrica o de distribucidn libre (percentiles) aplicada a la relacién linfocitos/neutréfilos
(L/X} de animales sanos para establecer el intsrvalo de referemcia (IPCC, 1988).



4 — RESULTADOS



4.1. VALORACIONES HEMATOLOGICAB EN Calomys musculinus NORMALES.

Se estudiaron los pardmetros hematolégicos de C.musculinus
sanos, cuyas edades variaron entre 9 y 575 dias.

Debimos analizar animales normales porque necesitdbamos tener
valores de referencia que fueran comparables con los obtenidos
bajo el efecto de la infeccién viral. Cuando comenzamos la
investigacién no habia bibliografia respecto a 1los valores
hematolégicos normales.

Establecimos como limite inferior para nuestras valoraciones
9 dias de edad, tanto para los animales sanos como para los
infectados. Nuestras primeras exploraciones nos indicaron que no
habia variabilidad hematolégica entre animales sanos e
infectados en etapas mds tempranas y nos resultaba muy
dificultoso manipular animales tan pequefios para realizar la
puncién retroocular.

Como el virus Junin establece infeccién persistente en el
c.pusculinus (Laguens et al., 1982b), decidimos estudiar este
modelo experimental hasta el afio y medio de vida
aproximadamente, para poder relacionar los pardmetros
hematolégicos con la evolucién de la infectividad viral
previamente descripta (Lampuri, 1984).

Por las razones expuestas anteriormente se eligié el rango de
edad en 9-575 dias.

4.2. DETERMIRACION DEL VOLUMEN GLOBULAR.

Se eligié el volumen globular para realizar las pruebas
estadisticas porque es la valoracién hematoldédgica determinada
con mayor exactitud por muestra metodologia de trabajo.

Se estudié la determinacién del volumen globular en animales
sanos, cuyas edades variaron entre 9+ y 575 dias. Se presentan

los datos hallados experimentalmente.
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CUADRO NQ 2

Edad VARIABLE - VOLUMEN GLOBULAR n X 8
dias
b - . _ ___ —_
9 43-46-44 3 44,3 11,52
11 43-45 2 44,0 | 1,41
14 46-40-42-44-43-45-46-45 8 43,81 2,10
15 43-44-43 3 43,3} 0,57
16 47-44-40-46-39-46 6 43,6 .| 3,38
17 48-45-44-45-42-42 6 44,3 | 2,25
19 50-45-34-42-46-48 6 44,11 5,67
20 50-47-47-47-43-41-44-47-44 9 45,51 2,74
21 38-39-38-36-39 5 38 1,22
24 43-43-40-44-37-40-42 7 41,3 ] 2,42
30 49-43-44 3 45,3 | 3,21
40 48-49-50 3 49 1,00
48 47-50-52-49 4 49,5 | 2,08
56 49-51-53-48-45-50 6 49,31 2,73
63 51-48-45-52 4 49 3,16
84 49-51-48-48-49-46-44 7 47,8 | 2,26
103 | 46-55-52-51 4 51 3,74
120 | 51-54-52-50-52-49-49 7 51 1,82
126 | 53-49-52-48-51-44-48 7 49,3 | 3,03
128 | 46-50-49-43-44-47-47-48-48-50-54 18 |1 48,1 | 2,54
47-48-50-50-49-46-50
150 | 50-52-49 3 50,3 | 1,52
171 | 50-50-43-44-47-51 6 47,51 3,39
230 | 49-41-43-45-45-41-47 7 44,4 | 3,00
270 | 45-45-48-50 4 47,0 | 2,44
276 | 46-45-48 3 46,3 | 1,52
312 | 46 1 46 46
338 | 44-50-48-48-47 5 47,4 | 2,19
575 | 47-49-44-46-43 5 45,8 | 2,38




Comentarios de los resultados del cuadro nQ 2.

Sin realizar los cdlculos estadisticos se observa un valor
medio ( ¥ = 43.4% ). Homogéneo entre los animales 9 y 30 dias de
edad. Este valor se incrementa entre los animales de 40 a 160
dias ( ¥ = 49,1% ) y cambia en el periodo de 170 - 575 dias de
vida ( X 46,3% ).

4.2.1. pistribucién de frecuencias de los datos hallados.

Agrupamiento en clases.

Se realizé el estudio de la distribucién de la variable, para
decidir si los datos del volumen globular obtenidos de animales
sanos ( edad entre 9 y 575 dias ) corresponden a unica
poblacién. Para llevar a cabo el mismo se ordemaron los datos
por orden de magnitud. Se eligié un intervalo de clase de 2,2
unidades y se calcularon los limites de cada uno de los mismos.
Dentro de cada intervalo de clase se ubicé la frecuencia (f) de
cada valor. Cada clase quedé identificada por la marca de clase
o0 sea, por punto medio del intervalo correspondiente. La
frecuencia acumulada (F) de cada marca de clase se obtuvo
sumando las f de los intervalos anteriores.

El agrupamiento en clases realizado con los datos del volumen
globular se presenta en el cuadro NQ 3.



CUADRO NQ 3

Intervalo mi fi F
[33,3-35,5] 34,4 1 1
[35,5-37,7] 36,6 2 3
[{37,7-39,9] 38,8 5 8
(39,9-42,1] 41,0 12 20
[(42,1-44,3]) 43,2 28 48
[44,3-46,5] 45,4 26 74
[46,5-48,7] 47,6 29 103
[48,7-50,9] 49,8 30 133
[50,9-53,1] 52 16 149
[53,1-55,3] 54,2 3 152

La representacién grédfica de la distribucién de frecuencias
realizada se muestra en la figura N2 1, donde hemos representado
el histograma y el poligono de frecuencia de los datos.
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Bo la figura n91 se ha representado la distribucién de frecuencias obtenida con todos los datos de la
deterninacién del volumen globular, agrupadas en 10 clases de intervalo: 2,2 unidades .
Bl eje de las abscisas muestra las marcas de clase para la distribucién de frecuencias agrupadas.



La observacién del histograma ( fig. N2 1 ) sugiere la
existencia de una distribucién multimodal, que en este caso se
debe al hecho de no haberse considerado una particién por edad.

Decidimos dividir la poblacién en estudio en tres grupos,
teniendo en cuenta la edad. Se la agrupa tentativamente en
periodos de 9 a 30, 40 a 160 y 170 a 575 dias, de acuerdo con lo
que resulta de observar los datos de los valores promedios (¥X)
de esos periodos. (Cuadro NQ 2).

CUADRO NO 4

Primer perfodo: 9 - 30 dias de edad, datos agqrupados

Intervalo mi ' fi F
[33,5—36,5] 35,0 2 2
[36,5-39,5] . 38,0 6 8
[39,5-42,5] 41,0 10 18
[42,5-45,5] 44,0 24 42
[45,5-48,5] 47,0 13 55
[48,5-51,5] 50,0 3 58
X = 43,4%

s = 3,37%

Ty corresponden 2 los datos obtenidos en ol perfodo 9-30 dfas de edad.



Los datos agrupados seglin el cuadro NQ 4 estdn representados

en la figura NQ 2,

Histograma y poligono de frecuencias para el

periodo 9-30 dias de edad
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El histograma y el poligono de frecuencias obtenido con los

datos agrupados
distribucién normal.

en el cuadro No ¢4,

muestran una forma de



Sequndo periodo: 40 - 160 dias de edad, datos agrupados

Para el segundo periodo se realiza el mismo procedimiento que

para el primero, para calcular la distribucién de frecuencias y
su representacién grafica.

CUADRO NO 5

Intervalo l-- mi fi F
[42,5-44,5] 43,5 4 4
[44,5-46,5) 45,5 6 10
[46,5-48,5] 47,5 14 24
[48,5-50,5] 48,5 21 45
{50,5-52,5] 51,5 13 58
[52,5-54,5) 53,5 4 62
[54,5-56,5] 55,5 1 63
X = 49,1%

s = 2,65%

T 7 § corresponder a los datos obtenidos en el perfodo 40 - 160 dias de edad.

Los datos agrupados segin el cuadro N2 5 estdn representados
en la figura NQ 3.



Bistograma y poliqono de frecuenciag para el
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El histograma y el poligono de frecuencias obtenidos al
graficar los datos agrupados del cuadro N2 5, muestran una

distribucién normal.

En los dos primeros grupos (Cuadros 4 y 5 y figuras 2 y 3),
se estudié la normalidad aplicando el método de Probits (Sokal
y Rohlf, 1969) y se concluyé que existe un buen ajuste a la

distribucién normal en ambos casos.



Tercer periodo: 170 - 575 dias de edad, datogs agrupados

CUADRO NQ 6

. ——————

[40,5-42,5] 41,5 2 2
[42,5-44,5] 43,5 6 8
[44,5-46,5] 45,5 8 16
[46,5-48,5] 47,5 8 24
[48,5-50,5]) 49,5 6 30
[50,5-52,5] 51,5 1 31

X = 46,3%

s = 2,70%

Y 71 § corresponden 2 los datos obtenidos en el perfodo 170 - 575 dfas de edad.



Histograma y poligono de frecuencia para el
periodo 170 - 575 dias de edad

FIGURA NQ 4
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El histograma y el poligono de frecuencias obtenido cuando se
graficaron los datos del cuadro N2 6, muestran una distribucién
normal.

Para el tercer periodo (cuadro N2 6, figura N© 4) también se
estudié su distribucién comprobdndose la normalidad por el
método de Rankits (Sokal y Rohlf, 1969), debido a que se dispone
de pocos datos. En este caso también se observé un buen ajuste
a la distribucién normal.

Mediante el test de Barlet (Sokal y Rohlf, 1969), comprobamos
que existe homogeneidad entre las varianzas de los tres grupos.
El cumplimiento de este requisito es necesario para continuar el
estudio utilizando el método de andlisis de la varianza.
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Para decidir si efectivamente la separacién en grupos fue
adecuada y comprobar la existencia de diferencias entre las

medias de los tres grupos, se aplicé, como hemos mencionado, un
andlisis de la varianza.

Mediante el citado método, verificamos que al nivel 0.01
existe diferencia significativa entre las medias de los tres
periodos. Rl realizar las comparaciones de a pares, se comprobd
que siempre hay diferencias entre las medias, lo que confirma lo
adecuado de la particién.

4.3. VALORES HEMATOLOGICOS DE Calomys musculinus NO INFECTADOS
OBTENIDOS DURANTE EL PERIODO 9 - 575 DIAS DE VIDA.

Los datos hematolégicos fueron agrupados en base a 1los
resultados obtenidos del estudio estadistico realizado a 1la
determinacién del volumen globular. Los mismos indican que es
adecuado dividir la poblacién en 3 grupos etarios: 9-30; 40-160;
170-575 dias. (cuadro N2 7).



Valores hematolégicos de Calomys musculinus no infectados

(9-575 dias de edad)

CUADRO NO 7
PERIODO PERIODO PERIODO
9-30 dias 40-160 dias 170-575 dias
de edad de edad de edad
iB_Eé variable 19 de varisble 10 de variable
roedo- roedo- roedo-
Ies F Ies Ies
Volumen 58 03,8 63 49,1 31 4,3
globular$ 3(-50) 13-55 11-50
Hemoglobina 58 8,12 55 9,36 30 9,16
mmol/L 6,20-9,92 1,63-11,80 8,06-10,23
Leucocitos 56 } {,10 60 6,30 24 4,90
x 10371 1,50-3,00 2,50-13,50 1,50-8,80
Neutréfilos$ 60 21,40 64 15,60 31 19,66
8,50-38,50 §,00-33,00 8,50-35,00
Linfocitos$ 60 17,00 64 80,50 31 4,10
60,50-90,50 55,50-91,50 58,00-88,00
Eosin6filos $ 60 1,18 64 3,10 31 {0
0-6,50 0-11,00 0,5-13,5
Monocitos § 60 0,37 64 0,68 - 31 1,10
0-2,50 0-3,00 0-3,5
Bas6filos & 60 0 64 0 31 0

a) Valores medios ( Y ) obtenidos de cada variable.

b) Rango de 1a variable.




Observando los datos presentados en el cuadro NQ 7, concluimos
que los cricétidos del primer periodo (9 - 30 dfas de edad)
poseen los valores medios ( ¥ ) mds bajos en las determinaciones
de volumen globular, hemoglobina y recuento de leucocitos. Los
madximos valores medios Be alcanzan en el perfiodo 40 - 160 dias

de vida y luego estos declinan conforme avanza la edad del
animal (3er. periodo).

Valores hematoldégicos registrados en otros roedores (Finch y
Foster, 1973; Weisse et al., 1974; Frith et al., 1980; Leonard
Yy Ruben, 1986), también muestran variaciones con la edad. Una
vez establecidos los grupos etarios para los valores de
referencia de las determinaciones hematolégicas en nuestra
colonia de C.musculinus, comenzamos con el estudio del efecto de
la infeccién experimental con virus Junin, Cepa XJCl,.

4.4 HEMATOLOGIA DEL Calomys musculinus INFECTADO.

4.4.1 Evolucién de la infeccién.

La infeccién experimental del Calomys musculinus con la cepa
atenuada XJC13 produce una respuesta variable segin la edad del
animal. Asi los cricétidos perinatalmente infectados desarrollan
una enfermedad que cursa en dos etapas, una aguda y otra crénica
que han sido caracterizadas por distintos investigadores
(Lampuri et al., 1982; Laguens et al., 1982 b; Lampuri, 1984;
Alché et al., 1885; Coulombié et al., 1986).

En la figura N2 5 se muestran los resultados que obtuvimos
cuando se realizé la bisqueda de virus en los cerebros de
cricétidos inoculados perinatalmente con virus Junin Yy
sacrificados a distintos dias pi.

Los datos graficados en la figura NQ 5 se obtuvieron a partir
de cricétidos neonatos, inoculados con 4000 DLg/ml
de virus Junin, Cepa XJCl; por via ip (grupo I). Los animales
fueron sacrificados desde el dia 2 hasta el dia 350 pi.

A causa de la infeccién inducida experimentalmente, se produce



una mortalidad mayor al 50% durante la fase aguda de 1la
enfermedad (Lampuri et al., 1982).

Al 62 di{a se encuentran titulos significativos de virus,
mientras que los titulos mdximos cercanos de 108 DLth se
alcanzan a los 11 dias pi A partir de ese dia se observa una
declinacién en los titulos, sin embargo a los 28 dpi, dos de los

tres animales sacrificados muestran alto titulo, indicando el
establecimiento del estado crénico.

Se detecté la presencia de anticuerpos neutralizantes en todos
los animales sacrificados a partir del dia 11 pi, aun en los
cuatro animales sacrificados a los dias 18,22,28 pi (Fig 5) ¥y
que no presentaron virus en el cerebro. (Lampuri, 1984).

Estos resultados que confirman datos anteriores (Lampuri et
al., 1982) y los estudios morbimortalidad y anatomopatolégicos
(Lampuri, 1984) muestran que el periodo agudo de la enfermedad,
en el que se produce activa multiplicacién viral, ocurre entre
60 y 249 dia pi.

Cabe sefialar que se encontraron t{itulos virales significativos
en el 76% de los animales sacrificados en el periodo 6 - 24 pi.



FIGURA NQ 5
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4.4.2. Efecto de 1a infeccién sobre los pardmetros
hematoldgicos.

Etapa aquda.

De acuerdo con los resultados obtenidos con los animales
sanos, se trabajé con los roedores en el perfiodo 9 - 30 dias,
inoculdndolos a los 2 - 4 difas de vida. Este periodo coincide
con la etapa aguda de la enfermedad.

Los resultados se obtuvieron utilizando los animales del grupo
II. El1 cuadro NQ 8, muestra los valores medios (X) de cada
pardmetro hematolégico estudiado, correspondiente al lote de
animales infectados y a su grupo control (grupo II). A su vez
estdn indicados los valores madximos Yy minimos de cada
determinacién sanguinea encontrados tanto dentro de la poblacién
normal como de la infectada.

Estos resultados muestran que el valor del volumen globular,
la concentracién de la hemoglobina y los recuentos de leucocitos
y de eosin6filos son prdcticamente idénticos para los dos grupos
de cricétidos estudiados. En cambio los valores porcentuales de
linfocitos, neutré6filos y monocitos difieren significativamente
de los controles correspondientes. El cdlculo de los valores
absolutos de linfocitos, neutréfilos y monocitos provenientes de
cada uno de los animales sanos e infectados y la comparacién
estadistica sefiala la existencia de linfopenia, neutrofilia y de
moderada monocitosis.

Dado que los valores medios de linfocitos y de neutréfilos son
indicativos de una tendencia pero no reflejan las variaciones
individuales de la poblacién, en la fig. N2 6, se muestra la
relacién linfocitos/neutréfilos (L/N) para 1los animales
infectados.

En 1la misma figura estd representado el intervalo de
referencia de la relacién L/N en la poblacién normal que tiene
un valor de 11,220 - 1,575 dentro del cual estédn comprendidos el
95% de los valores de referencia del findice L/N.

Este valor permite asegurar que aproximadamente el 40% de los
indices correspondientes a los animales infectados se ubican por
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debajo del valor limite inferior (1,575). De lo cual inferimos
que aproximadamente el 40% de los animales presentan linfopenia
Yy a su vez neutrofilia.

La linfopenia y concordantemente la neutrofilia comienzan a
partir de los 8 dpi, la mdxima alteracién se establece alrededor
del dia 19 dpi, estas modificaciones no Be observan hacia el dia
24 pi.

No se observaron modificaciones en la morfologia de los
eritrocitos y de los leucocitos de los animales infectados
respecto de los controles correspondientes.



CUADRO NQ 8

Valores hematolédgicos de Calomys muscylinus infectados y controles
Etapa aquda. (Perfiodo 9 - 30 dias de edad)

coNTROLES!!) INFECTADOS!?) D
10 de variable 10 de variable
Cricétido Cricétido
Volumen 58 (3,08 69 44,0 NS
globular$ 3-50° 36-55
Hemoglobina 58 8,12 45 1,88 NS
mmol/L 6,20-9,92 6,20-10,23
Leucpcitos 56 {,10 79 {,10 NS
x 10°/1 1,50-9,00 1,10-9,90
Neutréfilos$ 60 21,40 83 34,10
§,50-38,50 9,50-80,50 P<0,01
Linfocitos$ 60 17,00 83 63,00 p¢o,01
60,50-90,50 6,00-90,50
Eosinéfilos % 60 1,19 83 1,61 NS
0-6,50 0-10,00
Monocitos % 60 0,37 83 1,38 p¢0,01
0-2,50 0-4,50
Basé6filos % 60 0 83 0
Neutféfilos 56 0,88 79 1,64 0,005¢p<0,01
x 10°/1 0,12-3,42 0,08-6,63
Linfg:citos 56 3,1 79 2,4 p¢0,001
x 10'/1 0,96-6,78 0,21-5,61
Monog:itos 56 0,014 79 0,055 0,05¢p¢0,1
x 10°/1 0-0,142 0-0,564

b= — o -

- Valores medios (%) obtenidos de Calomys musculinus sanos, de 9 - 30 dfas de edad.

- Valores medios (Y) obtenidos de Calomys musculinus infectados,durante el perfodo 6 - 24 dpi

(9 - 28 dfas de edad).

- Valores medios (¥) obtenidos de cada variable.

- Bango de la variable.

- Diferencias entre animales infectados y no infectados.
8 - Diferencias no significativas.
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4.4.3. Valoraciones hematolégicas.

Etapa crénica.

Como se comenté anteriormente, en la figura NQ 5 se puede
observar que los titulos mdximos de virus en cerebro (cercanos
a 108 DLy,/ml) se encuentran el la etapa aguda ( 6 - 24 dpi). En
la iniciacién de la fase crénica comienzan a declinar 1los
titulos virales, los que se van estabilizando con el transcurso
del tiempo, oscilando alrededor de 105 DLw/ml.

Se hallé virus en el 50% de 1los animales crénicamente
infectados. Este porcentaje es menor que el resgistrado en la

fase aguda (76%), donde la activa replicacién viral alcanza sus
méximos niveles.

Nos interesaba conocer si la presencia del virus perturbaba
los valores hematolégicos, pues hay que considerar que sdélo el
50% de los animales estédn infectados.

Para realizar las determinaciones hematolégicas del C.musculinus

persistentemente infectado, utilizamos los animales del grupo
VI.

Agrupamos los datos obtenidos en los periodos 40 - 160 y 170 -
575 dfas de vida, segun nuestros cédlculos estadisticos.

En los cuadros 9 vy 10 se presentan los valores hematolégicos
obtenidos. Observamos que no existen diferencias significativas

entre valores provenientes de animales infectados y controles
(Grupo VII).

Para buscar una respuesta mds explicita sobre la accién de la
infeccién en la hematologia del C.musculipus, decidimos encarar un
experimento, donde ademds de las valoraciones hematolédgicas en
animales persistentemente infectados, también se llevard a cabo
la bisqueda de virus en el cerebro de los mismo animales.

Los resultados hallados se encuentran en el cuadro No 11



CUADRO NQ 9

Valores hematoldqicos de Calomys musculinus
crénicamente jinfectados y controles.(Periodo 40-160 dias de
edad)
coNTROLES ! INFECTADOS!Y D
10 de variable 10 de variable
Roedores Roedores
Volumen 63 H,1n 36 4,7 NS
globulars (3-55) 12-60
Hemoglobina 55 9,36 33 9,5 NS
mmol/1 1,63-11,80 8,06-11,17
LeucPcitos 60 6,30 32 7,00 NS
x 10°/1 2,50-13,50 3,70-12,80
Neutré6filos® 64 15,60 36 14,50 NS
8,00-33,00 8,00-35,50
Linfocitos% 64 80,50 36 81,60 NS
55,50-91,50 63,00-91;50
Fosin6filos % 64 3,10 36 3,10 NS
0-11,00 1,00-10,00
Monocitos % 64 0,68 36 0,66 NS
0-3,00 0-4,00
Bas6filos % 64 0 36 0 NS
Neutféfilos 59 1,00 32 . 1,03 NS
x 10°/1 0,32-2,70 0,35-2,62
Linf?citos 59 5,11 32 5,67 NS
x 10'/1 1,56-11,20 2,33-10,56
MonoFitos 59 0,035 32 0,050 NS
x 107/1 0-0,117 0-0,280
1 - Valores medios (Y1) obtenidos de Calomys musculinus sanos, de 40 - 160 dfas de vida.
2

- Valores medios (Y) obtenidos de Calomys musculipus infectados,durante el perfodo 38 - 158 dpi
( 40 - 160 dfas de vida).
3 - Valores medios (X) obtenidos de cada variabls.
b - Rango de la variable.
D - Diferencias entre animales infectados y no infectados.
§S - Diferencias no significativas.



CUADRO N2 10
Val s hematol
crénicamente infectados y controles. LBﬁIlQﬂQ_llQ___ili_Qiéﬁ_ﬂﬁ

vida)
conTroLEs!!! INFECTADOS!? D
10 de variable 10 de variable
Roedores Roedores
Volumen 31 16,3 48 46,6 NS
globular$ 4150} 42-55
Hemoglobina 30 9,16 32 $,30 NS
mmol/1 8,06-10,23 1,44-10,86
Leug:ocnos 24 4,90 42 5,10 NS
x10'/ 1,50-8,80 2,00-11,10
Neutréfilos$ 31 19,66 45 20,18 NS
8,50-35,00 3,50-33,50
Linfocitos% 31 14,70 45 74,13 NS
58,00-88,00 57,50-90,00
Eosinéfilos % 31 4,00 45 {45 NS
0,5-13,5 1,00-16,50
Monocitos % 31 1,10 45 1,03 NS
0-3,50 0-7,50
Basé6filos & 31 0 45 0 NS
Neutféfllos 22 0,98 38 1,0 NS
X 107/ 0,23-2,43 = 0,08-3,10
LianC:Ltos 22 3,8 38 3,83 NS
x 10’/ 0,95-7,0% 1,50-6,80
Hono;:ltos 22 0,054 38 0,047 NS
x 107/ 0-0,289 0-0,56

1 - Valores sedios (Y) obtenidos de Calomys musculinus sanos, de 170 - 575 dfas de vida.

2 - Valores medios {Y) obtenidos de Calomys musculinus infectados,durante el periodo 172 - 572 dpi
{ 174 - 575 dias de vida).

- Valores medios (Y) obtenidos de cada variable.
- Rango de la variable.

- Diferencias entre animales infectados y no infectados.
§ - Diferencias no significativas.
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CUADRO NO 11
Titulo de virus en cerebro de C.musculinus crénicamente infectados Yy
v i h n 1l ig ani

Calorys musculinus crénicamente infectados
1 ? 3 { 5 6 1 8 L] 10 11 12 13 14

3,5 ] 4,0 5,0 2,3 5,0 10 | 5.0
orp/al 1 X ¢ X 5 4 1 4 X ¢ X 1 8 ¢
10° | 10f 10} 10} 10! 10 | 10

Dias de vida { 100 | 122 | 126 | 129 | 133 | 10 140 140 141 188 200 200 0 213

Dias post th 116 123 1 126 | 130 | 130 138 138 139 186 196 196 " 43
infeccién

Volunen ' 52 {6 {8 46 {1 {9 {6 { 50 {8 {6 0 {5
globular t

Bemoglobina { 9,00 | 9,80 § 8,93 1 9,43 1 6,81 ] 9,5 | 9,61 1 9,30 8,06 | 10,61 f 9,30 { 8,68 { 8,371 8,75
(mn01/1)

lepcocitos x | 9,30 | 4,80 | 4,30 | 5,60 f 4,40} 7,00 { 7,20 § 6,5 { 7,70 | 10,30 | 4,40 § 8,90 | 4,60 | 4,00
10°/1

Yeutréfilost | 18 15 n 8 8 16,5 12 13 16,5 30 18 3] i 28
Lisfocitos ¥ { 75,5 { 83 | 63,5 | 84,51 91,5] 81 86 80 n 65,8 80 10 19,5 ¢ 68,5

Bosintfilost | 3,% 2 3,8 1 0,5 1 2,8 0,5 {5 { {8 1 0,8 § 1
Yonocitos § 2 0 2 103 0 0 1,5 0,5 1,5 0 0 0,5 {5 1,%
Basbfilos ¥ 0 0 0 0 0 0 0 0 0. 0 0 0 0 0

Comentario del Cuadro NO 11

En primer lugar se observa que el 50% de los animales estén ?nfectados
crénicam?nte y con titulos virales importantes mayores de 10° UFP/ml Yy
hasta 10° UFP/ml, en total coincidencia con los datos de la figura NQ 5.

Si comparamos cada determinacién hematolégica proveniente de cada uno
de los cricétidos con aislamiento viral positivo en el cerebro, con el
valores medio normal (X) correspondiente segin la edad (Cuadros 9 y 10),
comprobamos que son valores muy semejantes.



4.5. GLUCEMIA EN C.musculinus INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE.

4.5.1. Fase aquda.

Las determinaciones de las glucemias sBe realizaron en muestras
de sangre provenientes de 47 cricétidos infectados y de 61
C.musculinus sanos (grupos IV y V respectivamente).

Los animales mencionados fueron sangrados en el periodo
comprendido entre los 13 y los 31 dias de vida (corresponden a

los 10 - 28 dpi en el grupo de animales infectados por haber
sido inoculados a los 3 dias de vida).

En el cuadro NQ 12 se presentan los valores de las glucemias

de ambos lotes de animales, los dias de vida de los mismos, asi
como los dpi.

Observamos que los animales controles sangrados a los 13-15-
17-21-27-31 dias de vida presentan valores medios que oscilan
alrededor de 6 mmol/l. En el mismo cuadro se muestra que todos
los grupos de animales infectados presenta valores medios de
glucemias disminuidos respecto de los controles
correspondientes.

El cdlculo del valor medio para todo el conjunto de animales
infectados es de XY = 3,53 mmol/l. En cambio para los animales
sanos es de X = 6.15 mmol/l con p < 0,01. Esto indica que los
animales infectados presentaron hipoglucemia durante el periodo
agudo de la enfermedad.

4.5.2. Fase crénica.

Se quiso verificar si se mantenia la hipoglucemia al avanzar
la edad del cricétido inoculado o si Be producia otra
modificacién en el metabolismo de 1la glucosa. Para ello
realizamos la determinacién de glucemia en muestras de sangre
obtenidas de animales sanos e infectados de 45 a 63 dias de edad
( que corresponden a 43 - 61 dpi en los cricétidos infectados
por haber sido inoculados a los 2 dias de vida).

Para poder elaborar el cuadro N© 13, trabajamos con un grupo
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de 18 animales sanos y 20 cricétidos infectados (grupos VII y
V1) respectivamente. En el mismo observamos que los valores
medios (¥X) hallados a los 45,50,58 y 63 dias de vida son
similares en ambos grupos. El valor medio para todo el lote de
animales sanos es X = 6,77 mmol/l y el del conjunto de
cricétidos inoculados es de ¥ = 6,72 mmol/l, no existe
diferencia significativa entre ambos valores.

Esta comprobacién nos lleva a concluir que la hipoglucemia se
establece en los animales gque cursan la etapa aguda de la
enfermedad y no se detecta en aquellos animales que la superan.

Valores promedios (X) hallados en la determinacién de glucemia
en_ C.muscuylinus sanos e infectados con Virus Junin, cepa XJC13.

Fase agquda.

CUADRO NO 12

Dias de vida de C.musculinus $anos ! .C.musculinus Infectados !
Calomys .
susculinus CLOCENTAS (naol/1) SLOCENIAS (mnol/1) Dfas pi
' - ' _
n i Xt 8 n X *S ,
13 8 6,44 ¢+ 1,157 9 3,45 £ 1,420 io
15 12 6,28 ¢+ 1,175 9 §,01 ¢ 1,300 13
17 10 5,50 ¢ 0,887 7 4,46 ¢ 2,000 14
21 10 5,94 +0,597 5 2,844 0,138 i8
27 13 6,58 ¢ 0,914 12 3,14 ¢1,750 23
31 8 6,04 ¢ 1,088 5 3,06 ¢ 0,677 28

1- los Calomys musculinus sanos e infectados fueron sometidos a un ayuno previo de 3 hs antes de la
extraccién de la muestra sanquinea.
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Fase crénica

CUADRO NO 13

Dias de vida de C.musculinus Sanos C.musculinus Infectados |
Calomys .
musculipus GLUCEMIAS (mmol/}) GLOCEKIAS (amol/1) Dfas pi
] ]
n I X ¢S n | X +8 H
45 5 7,05 20,494 6 7,00 ¢ 1,356 43
50 4 1,26 ¢ 1,966 4 6,64 ¢ 1,040 48
58 4 6,84 ¢ 0,870 5 6,72¢ 0,972 56
63 5 6,06 ¢ 1,095 5 6,43 ¢ 0,95 61

1 - Muestras obtenidas después de 3 hs de ayuno.



4.6. COMPARACION DE LOS VALORES DE UREMIA EN C.musculinus

INFECTADOS RESPECTO DE CONTROLES SANOS DEL MISMO RANGO DE
EDAD.

Para el estudio de 1las uremias se utilizé un disefio
experimental semejante al usado en las determinaciones de las
glucemias.

Para hallar los valores del urea en sangre de animales que
cursaban la fase aguda de la enfermedad y de sus controles
correspondientes se utilizaron los grupos IV y V de C.musculinus.

e analizaron 34 muestras de sangre obtenidas de animales
controles y 36 muestras sanguineas provenientes de roedores que
cursaban la etapa aguda de la enfermedad. Estas muestras fueron
obtenidas en el periodo 13 - 31 dias de vida (Que corresponden
a 10 - 28 dpi en animales infectados).

Comparando el valor medio hallado en el grupo de animales
infectados ¥ = 11,1 mmol/l con el control correspondiente X =
11,3 mmol/l, comprobamos que no existe diferencia significativa.
Ambos valores son casi coincidentes.

Para el estudio de las posibles variaciones de la urea en
sangre de animales crénicamente infectados, se realizaron 36
valoraciones en muestras de <cricétidos <crénicos y 35
determinaciones de uremia en animales controles (grupos VI vy
VII).

Las edades de los animales cuyas sangres se analizaron,
estuvieron comprendidas entre 35 - 68 dias de vida (que
corresponden a 33 - 66 dpi en 1los animales inoculados).
Nuevamente no existié diferencia significativa entre el grupo de
animales infectados, cuyo valor medio es de X = 10.1 mmol/l y el
valor medio del lote de cricétidos sanos ¥ = 11,2 mmol/1l.

Por lo tanto concluimos que la concentracién de urea en sangre

de C.musculinus no se modifica por causa de la infeccién con virus
Junin.
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4.7. PROTEINAS SERICAS.

4.7.1. Proteinas de C.musculinus no infectado. Fraccionamiento_en
acetato de celulosa usando como gistema patré4n un suero
humano normal.

A pesar que en la bibliografia existen datos sobre el
fraccionamiento proteico en acetato de celulosa de sueros de
C.musculinus no infectados (Hodara et al, 1987), usamos como
patrén para poder identificar las bandas proteicas, un suero
humano normal, por ser un sistema de referencia ampliamente
estudiado.

FIGURA NO 7
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Densitograma de un fraccionamiento sérico de Densitograa de un suero busano noreal,
C.musculinusno infectado- {control} 21 dias proveniente de un electroforetograna realizade
de vida. BSoporte: acetato de celulosa. BEstdn sobre acetato de celulosa.

indicadas las fracciones halladas. Estdn indicadas las fracciones clésicas, Alb:

albimina y las globulinas ay, 4, Byy.



En la fig. NQ 7 presentamos dos densitogramas, uno de 1los
cuales proviene de un suero de C.musculinus no inoculado, de
aspecto semejante al hallado por Hodara et al. (1987) y el otro
de un suero humano normal. Si observamos los mismos, concluimos
que ambos sueros se resuelven en cinco fracciones proteicas,

cuando se realizan los electroforetogramas correspondientes,
sobre acetato de celulosa.

Hemos denominado Fry, Fr,, Fry, Fr; y Fry; a las fracciones
séricas que se obtienen cuando se realiza la electroforesis del
suero del C.musculinus , en acetato de celulosa. No adoptamos la
nomenclatura clédsica del suero humano normal (albumina vy
globulinas al, a;, By y) porque no conocemos la compoBicién

proteica de cada fraccién que se obtiene en el suero del
C.musculinus.

Haciendo una analogia, 1la Fry se corresponde con la albuimina
en el electroforetograma en acetato de celulosa del suero humano
normal, la Fr, con la al globulina y asi sucesivamente.

Si comparamos los densitogramas presentados, vemos que existen
diferencias notorias en la forma de ambos. La Fryg del suero del
C.musculinus se presenta como una banda bien definida y no muy
ancha, a diferencia de su andloga, la fraccién y globulina
humana que es una banda ancha y difusa.

Las probables causas de las distintas formas que presentan los
densitogramas, se deberian a diferencias en la composicién y
distribucién de las proteinas séricas.

4.7.2. Titulacién de virus en cerebros de Calomys musculinus
infectados experimentalmente. Fase aguda.

Para comprobar la instalacién de 1la infeccién en 1los
C.musculinus infectados perinatalmente, se realizé la titulacién
de virus en los cerebros de los animales sacrificados (cuadro NQ
14). Los sueros provenientes de estos animales fueron procesados
mediante el fraccionamiento sobre acetato de celulosa y los
resultados hallados se muestran en el cuadro N2 15.



CUADRO NQ 14

CEREBRO DIAS DE VIDA| DIAS POST | TITULO UFP/ml |
INFECCION
440, 17 15 <5
438, 17 15 <5
441 17 15 <5
443 17 15 <5
450, 22 20 <5
450, 22 20 ,3 x 10°
447, 23 20 .5 x 10
447 23 20 2,5 x 10°
447, 25 22 ,5 x 10
447, 25 22 <5
448 25 22 5,15 x 10¢
448, 25 22 <5
447, 25 22 7,0 x 10°
445 25 22 <5
443 25 22 <5
444 25 22 <5

Como se observa en los resultados presentados en el cuadro N©
14, obtuvimos titulo de virus en algunos animales, lo que indica
que se establecié la infeccién experimental.

4.7.3. Fraccionamiento de sueros provenientes de C.musculinus
inoculados con virus Junin, cepa XJC13 en acetato de
celulosa gelificado. Fase aquda de la enfermedad.

Animales inoculados a los 2 - 4 dias de vida con 4000 DLy, de
virus Junin, Cepa XJCl,, se sangraron a distintos dpi durante el
periodo 15 - 22 dpi (17 - 25 dias de vida) para obtener 1los
sueros correspondientes. El ayuno previo fue de 3 horas (grupo
VIII). Luego de extraidas las muestras sanguineas, los roedores
fueron sacrificados para realizar la bisqueda de virus en



cerebro (cuadro NQ 14).

Se obtuvieron sueros controles provenientes de animales no
inoculados 17 - 30 dias de vida, por sangrado en idénticas
condiciones (grupo IX).

Se procedié a determinar las proteinas totales en el suero de
animales no inoculados e infectados perinatalmente, utilizando
la técnica de Lowry et al. (1951). Los mismos sueros fueron
sometidos a un fraccionamiento proteico realizado sobre acetato
de celulosa gelificado. Cada fraccionamiento proteico fue
cuantificado por densitometria. En el cuadro NO 15 se presentan
los resultados hallados.

CUADRO NQ 15

BSPECIE | PERIODODE | » | Prot pr,? Pr,! Pry? rr,} pr,!
VIDA tot!
{g/1] L] ] ] L] L]
C.muscu | 11-25 dias.
-linpus | de vida 64,8¢ 69,1 5,1 3,1 5,8 16,1
inoculados | correspon- | 22 t $ ¢ ¢ t t
XJCll den a 9,04 2,5 1,1 2,18 1,66 2,32
15-22 dpi

C.muscu | 171-30 _dias 66,0 69,8 5,2 3,6 5,1 15,6
-linus de vida 23 t % ¢ t 4 ¢
$a00s 5,40 8,06 1,18 1,42 1,64 5,80
s I X xS IS 1

(1) Prot. tot. [g/1): concentracién de proteinas totales [g/})

(2) Cuantificacién porcentual de las fracciones séricas (rrl, Pry, Py, Fry, rr5) que se obtienen cuando se
realiza 1a electroforesis del suero del Calomys musculinus, en acetato de celulosa.

(2) valores medios + desviacién estdndar (T+5).

1S: Diferencias no significativas.
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Como observamos en el cuadro NQ 14, no se hallan diferencias
significativas entre.:. las concentraciones de proteinas totales
provenientes de animales sanos e inoculados.

Al comparar las distintas fracciones proteicas obtenidas de
sueros de Calomys musculinus, comprobamos que no difieren
significativamente.

Por lo tanto concluimos que la infeccién aguda establecida en
el grupo de Calamys musculinus inoculados, no modifica el perfil
proteico tanto en su forma cualitativa como en la cuantitativa.

4.7.4.Titulacién de virus en bro musculinus
inoculados con virus Junin, cepa xggl;,guxgg sueros fueron
fraccionados en gel de poliacrilamida.

Se buscéd la presencia de virus en los cerebros de animales
inoculados con virus Junin, cepa XJCl; que cursaban las etapas
aguda y crénica de 1la enfermedad y cuyos sueros fueron
analizados en las placas de gel de poliacrilamida.

Se utilizé la técnica de unidades formadoras de placa bajo
agar (Damonte y Coto, 1974).



CUADRO NQ 16

CEREBRO DIAS DE DIAS POST | TITULO UFP/ml
VIDA INFECCION
495, 21 19 2,0 x 10
495, 21 19 3,5 x 10°
496, 21 19 <5
495 21 19 <5
496, 24 21 5,0 x 10}
496, 24 21 2,3 x 10}
493 93 90 <5
496, 93 90 <5
496, 93 90 2,3 x 10’
496, 93 90 6,0 x 107
496, 93 90 7,0 x 10

Los resultados indican que la infeccién se estableci6 en los
animales inoculados experimentalmente.

4.7.5. Separacién electroforética en placa de gel de
poliacrilamida de proteinas séricas de Calomys musculinus,

inoculados con 4000 DLw[ml, de virus Junin, cepa XJCl, y
controles.

4.7.5.a. Fase aguda de la enfermedad.

Con el objeto de obtener mayor resolucién en el
fraccionamiento proteico de 1los sueros de 1los cricétidos,
utilizamos la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida, el cual actda como un notable tamiz molecular,
fraccionando las proteinas de acuerdo a su tamafio molecular,
ademds de su carga eléctrica.
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Hemos realizado varias separaciones electroforéticas en placa
de gel de poliacrilamida de sueros obtenidos de animales que
cursaban la fase aguda de la enfermedad. La fotografia NQ 1 es
una muestra de una de ellas. Los resultados que presentamos

fueron hallados en todos 1los fraccionamientos proteicos
realizados en condiciones similares.

FOTOGRAFIA NQ 1

[ . ! } { '
1 Z '3 b B 6 Y

- Como hemos referido anteriormente se presenta en la fotografia
N2 1 una placa de gel de poliacrilamida. En la misma se muestra
la separacién electroforética de cinco sueros (2, 3, 4, 5, 6) de

Calomys musculinus infectados (etapa aguda, grupo X) y de sus
controles 1 v 7 (grupo XI).

En cada calle se sembraron 4 pl. de suero

E]l orden de siembra es el que se indica en el esquema NO 1.
De izquierda a derecha es:

= Pl | =



ESQUEMA NO 1

10 DE ORDER ! 2 3 { S b

DIAS POST IRFECCIOR 1% 1§ 19 N n
DIAS DE EDAD 26 I3t 31 2] u U
CORTROL II
PROTEINAS T0TALES [g/1) n 76 b4 63 63 10
Y DI C.musculinus {88, 493, 495 496, 436, 496,

TIT0L0 DE VIROS EN
CEREBRO UFP/m)

2,0110¢ 3,5110° )

5,0110° 2,31103

26(23CRBK)
COITROL I

68

185,

Los sueros N2 1 y 7 son controles. El suero N2 1 (control II)
provino de un animal sano de 26 difas de vida. El1 suero NQ 7
(control 1) se obtuvo de un animal sano inoculado a los 3 dias
de vida con 0,02 ml de una solucién al 10% p/v, de un
homogeneizado de cerebro de ratén blanco normal (CRBN),
procesado en las mismas condiciones que se utilizan en la
preparacién del stock viral. Los demé&s sueros (N2 2, 3, 4, 5, 6)
fueron obtenidos de cricétidos inoculados entre los 2 - 4 dias
de vida con 0.02 ml de 4000 DLw/ml de virus Junin, cepa XJCl,

Estos animales fueron sangrados en 1los difas indicados en el
esquema N© 1.

El objeto de sembrar el control I, fue para verificar si la
introduccién intraperitoneal de pequefias cantidades de proteinas
que acompafian al inéculo de virus, pueden actuar antigénicamente
en el Calomys musculinus. No se comprobdé variaciones entre 1las
bandas proteicas de los controles I y II.

El control II que se presenta en la fotografia N© 1, no tuvo
una resolucién nitida en la zona inferior de la separacién
electroforética, donde las bandas proteicas se visualizan en
forma tenue.




Si analizamos los sueros provenientes de animales infectados,
se observa la intensificacién de una banda proteica que hemos
llamado X en los sueros NQ 2, 3, 4, vy 5 de animales agudos. Asi
mismo disminuye la intensidad de coloracién de la banda que
llamamos Y (sueros 2, 3 y 5).

En algunos casos 1la fraccién proteica Y se torna casi
imperceptible como sucede con el suero NO 5.

Como podemos apreciar, las variaciones de intensidad de las
bandas proteicas X e Y no se presentan en la totalidad de 1los
sueros analizados, obtenidos durante la fase aguda de 1la
enfermedad.

Las modificaciones de la intensidad en la coloracién de las
bandas proteicas X e Y no se observaron en fraccionamientos
proteicos realizados en condiciones similares, con sueros
obtenidos de Calomys musculinus normales.

Como se mencioné anteriormente, solamente se describen las
modificaciones gque B8e registraron repetidamente en otras
separaciones electroforéticas realizadas en placa de gel de
poliacrilamida.



4.7.5.b. Fase crénica de la enfermedad.

Esta parte de nuestra investigacién la encaramos con un disefio
experimental andlogo al descripto en la seccién anterior.

SETETE
- -

o
<
-]
<
<

Presentamos en la fotografia N2 2 un fraccionamiento
electroforético de sueros de Calomys musculinus crénicamente
infectados (grupo X) (N2 2, 3, 4, 5 y 6) y sueros controles
(grupo XI) (N 1 y 7).
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La separacién electroforética ha sido realizada en placa de
gel de poliacrilamida, sembrédndose 4 pl. de cada muestra de
suero en las calles de la misma.

El orden en que se realizé la siembra fue el indicado en el
esquema NQ 2, siendo de izquierda a derecha, el siguiente:

ESQUEMA NO 2

10 DE ORDEX 1 2 3 { 5 6 1

DIAS POST THPECCION 0 | 30 30 90
DIAS DE EDAD 100 % | 9 9 93 33| 100(98cREK)
CORTROL II CORTROL I
PROTEIRAS T0TALES [g/1] 18 no| o6 i 65 03 68
10D C.musculinus | 488 493 | w6y | aseg | s | asg, 489

PIT0L0 DE VIRDS B 0 ¢ | o2,3m08 | 6,0x10? | 7,0000°
CERERRO UFR/al

Los controles I (CRBN) y II fueron sembrados en las posiciones
7 v 1 respectivamente. Por observacién directa vemos que no
presentan diferencias apreciables entre 1la intensidad de
colocacién de sus bandas proteicas.

Estos resultados son coincidentes con los hallados en otros
fraccionamientos realizados en gel de poliacrilamida.

Si tratamos de visualizar la banda proteica que llamamos X en
los sueros N2 2, 3, 4, 5y 6, vemos que ésta se tifie tenuemente
y de manera semejante a los controles I y II. Por lo tanto 1la
intensificacién de ésta banda que se observaba en algunos sueros
provenientes de animales infectados que cursaban la etapa aguda,
no se detecta en la fase crénica de la enfermedad.
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Observamos que la fraccién proteica Y tiende a normalizarse
en sueros extrafidos de animales infectados crénicamente. Lo
descripto anteriormente se observa en los sueros NQ 2, 3, 5y 6,

no asi en el suero NQ 4.

Hemos apreciado en diferentes separaciones electroforéticas,
realizadas en idénticas condiciones, que en general no existen
diferencias entre el fraccionamiento proteico de los controles
normales y las muestras de animales crénicamente infectados.



4.7.5.c. Separacién electroforética en placa de gel de

poliacrilamida de sueros de C.musculinus inoculados con
virus Junin, cepa XJCl,.
s _aguda crénica-de la enfermeda sueros controles.
Comparacién con sueros humanos normales.

FOTOGRAFIA NQ 3

~ _, TRANSFERRINA
- 5 CERULOPLASMIN

5 ALBUMINA

Iz
,A.‘

- — PREALBUMINA




La fotografia

NQ

3 corresponde

a una

separacién
electroforética en placa de gel de poliacrilamida. En la misma

se sembraron sueros de Calomys musculinus sin inocular y de

cricétidos infectados (fase aguda y crénica de la enfermedad) y
sueros humanos normales.

El orden de siembra es el siguiente, de izquierda a derecha.

ESQUEMA NO 3

Suero de

OFp/ml

Buero de Buero de Supro de Suero de Suero de
C.musc | C.musc bumanos C.musc. C.musc. bumanos
(Crénico) {Aqudo) {Crénico) {Rormales) poreales
R0 DB ORDER 1 2 3 { 5 6
DIAS POST INFECCIOR 90 19 90
DIAS DE EDAD 83 2 Rezcla de 93 mescla de
3 sueros 3 sueros de
de bhumanos C.musc.
adultos de 30-35-45
poreales dias de
vida
PROTEIFAS TOTALES [g/1] 68 66 1 N1 10 n
10 DI C.musculinus 4966 495 4961
TIT0L0 DE VIRUS EX CEREBRO 2,31103 4 5
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Usamos una mezcla de 3 sueros normales, tanto para el patrén
humano (N2 3 y 6) como para el del Calomys musculinus (NQ 5), para
independizarnos de las variaciones individuales.

Como vamos a utilizar el suero humano normal como sistema de
referencia, hemos identificado en el fraccionamiento del mismo
algunas bandas proteicas (Castagnino, 1968; Allen, 1978).

Comparando 1las separaciones electroforéticas obtenidas,
comprobamos que las fracciones proteicas del suero humano normal
(NQ 3 v 6), presentan una ligera disminucién en la movilidad
electroforética, con respecto a las bandas halladas en 1los
sueros Calomys musculinus. Lo que hemos descripto se observa
claramente en las posiciones ocupadas por la tramerrina, 1la
ceruloplasmina y la albimina humana que tienen supuestas bandas
andlogas en la separacién proteica del Calomys musculinus.

La fraccién proteica que llamamos Y en el suero de cricétido,
es una banda que se destaca por su intensidad de coloracién y su

grosor. No hallamos banda supuestamente homéloga en el suero
humano normal.

Si observamos la resolucién de 1los sueros de animales
infectados crénicamente sembrados en las calles 1 y 4 y los
comparamos con el patrén normal (calle 5), hallamos que el suero
sembrado en posicién 1 presenta una disminucién en la intensidad
de coloracién de la banda Y. No sucede asi con el suero de
cricétido crénico de la calle 4. Este Udltimo suero no se
resolvié en la parte superior de la separacién electroforética,
fenémeno que se observé cuando los sueros son almacenados a -20
‘C previamente a su fraccionamiento electroforético.

El suero proveniente de un animal en la fase aguda de 1la
enfermedad, estd sembrado en la calle NO 2 y presenta en forma
clara la intensificacién en la coloracién de la banda X, que ha
sido descripta con anterioridad para sueros provenientes de la
fase aguda. El1 suero sembrado en la calle NO 2, proviene de un
cricétido que no presenta virus en cerebro.



4.7.5.4. Fraccionamiento sérico en dos pasos sucesivos: a)
acetato de celulosa b) gel de poliacrilamida.
Aplicacién a sueros provenientes de C.musculinus no

inoculados y de seres humanos normales. Comparacién
de los resultados hallados.

Anteriormente hemos presentado los resultados hallados en el
fraccionamiento sérico del C.musculinus, en acetato de celulosa y
gel de polacrilamida.

Con el objeto de aportar nuevos conocimientos en el
procesamiento proteico del suero del cricétido, resolvimos
combinar las dos (2) técnicas antes mencionadas como se detalla
en Materiales y Métodos. Asi a cada banda proteica obtenida en

acetato de celulosa, la sometimos a un nuevo fraccionamiento en
gel de poliacrilamida.

Presentamos los resultados de aplicar esta técnica en dos (2)
pasos sucesivos a la mezcla de sueros de C.musculinus no
inoculados , en la fotografia NO 4.

FOTOGRAFIA NOQ 4

! } ' v ! '
1 i 3 A 5 6
SVERO Fr1 Fo Fry ¥, Fr




El orden de siembra es el siguiente

1 - Muestra de suero total de C.musculinus normal (mezcla de 3
sueros provenientes de cricétidos sanos de 30, 35 y 45 dias de

vida). No ha sido fraccionado previamente en acetato de celulosa
Proteinas totales: 70 g/l.

2 - Fry : Fraccién 1 ——

3 - Fr 2 Fracciones obtenidas en acetato de
4 - Fry : 3 celulosa y sembradas en gel de

5 - Fry : 4 poliacrilamida.

6 - Fry : 5 —

Designamos con las letras a,b,c,d y e a las principales bandas
o grupos de bandas que se aprecian por observacién directa, en
la separacién proteica del suero total del C.musculinus.

La Fry, sembrada en la calle N2 2, contiene la banda que hemos
denominado a en el suero total del C.musculinus. Pensamos que esta
banda a es la albuimina del cricétido.

Observamos que cerca de la siembra de la Fry, se presentan
vestigios de la banda e, cuya visualizacién es nitida en la Fr,.

Siguiendo con el andlisis de la calle NO 2, vemos la presencia

de una banda difusa a la altura de la fraccién ¢ del suero
total.

Esta fraccién proteica no aparecié6 en otras separaciones
electroforéticas y quizds su presencia se deba a un efecto de
"arrastre proteico" por cantidad excesiva de muestra sembrada.
Recordemos que necesitamos que la concentracién proteica sea
suficiente en la tira de acetato de celulosa para que sea

visualizada en una segunda separacién electroforética, en gel de
poliacrilamida.
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La Fr, sembrada en la posicién N2 3, contiene la mayor parte
de las bandas que hemos llamado e Yy d en el suero total. En la

parte inferior de la calle NQ 3 se visualizan vestigios de la
banda a.

En la separacién electroforética de la Fr; se encuentra casi
exclusivamente la banda ¢ (suero total). También se visualizaron
componentes de la banda d.

En el fraccionamiento proteico de 1la Fr, aparecen bandas
tenues y difusas, algunas nombradas anteriormente como las
bandas d vy c.

La Fry; fue sembrada en posicién NO 6. En ella observamos la
presencia de la banda que llamamos b. Esta fraccién proteica es
visualizada en forma nitida y definida. En la misma calle (NQ 6)
se hallan otras bandas tefiidas en forma tenue.

En forma general podemos decir que las fracciones Fr;, Fry y
Fr, presentan la banda d. En cambio las Fry vy Fr, contienen 1la
banda e.

Por otro lado la banda b se encuentra solamente en la Fry.

0O sea que cuando sometemos el suero del C.musculinus a un
fraccionamiento electroforético en acetato de celulosa, existen
proteinas que se distribuyen en distintas bandas proteicas,
mientras que otras migran hacia una determinada fraccién. Este
comportamiento es similar al descripto para el suero humano
(Laurell, 1973) vy lo comprobamos con los resultados presentados
en la fotografia NO 5.



FOTOGRAFIA NQ 5
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Hemos sometido una muestra de suero humano normal a
fraccionamiento proteico, aplicando la técnica en dos pasos
sucesivos. Los resultados hallados se muestran en la fotografia
NO2 5, donde:

= BB =




[
|

Muestra de suero total, proveniente de seres humanos

normales (mezcla de 3 sueros humanos normales) Proteinas
totales 77 g/1l.

2 - Alb: Albumina.

3 - ay — Fracciones obtenidas mediante

4 - aq previo fraccionamiento en acetato
Globulinas.

5 -8 de celulosa y sembradas en gel

de poliacrilamida.

En la calle N2 1 sembramos el suero humano total y en las
posiciones 2,3,4,5 y 6 las fracciones Alb, a;, a2, B Yy ¢
globulinas.

La muestra de suero humano normal (1) se resuelve en numerosas
bandas proteicas. Se divisa con claridad la prealbumina.

La albumina fue sembrada en la posicidén NQ 2, observamos una
banda proteica tdnica, sin otras proteinas acompafiantes.

Si analizamos la separacién electroforética en gel de
poliacrilamida de las fracciones 01(3), a2(4), B(5) globulinas,
comprobramos que las respectivas calles presentan bandas
proteicas que difieren en intensidad de color, pero que son muy
semejantes entre si. Suponemos que provienen de una misma
proteina distribuida en 2 6 mds fracciones proteicas (01' a2, B)
obtenidas en acetato de celulosa.

La fraccién ¢ globulina se resuelve en el gel de
poliacrilamida, como una banda difusa y ubicada en las cercanias
del lugar de siembra.

Si comparamos los resultados hallados en el suero del
C.musculinus sano, con los encontrados en el suero humano normal,
comprobamos que la diferencia més notable entre ambos
fraccionamientos, reside precisamente en la Fry proveniente del
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roedor y su andloga la fraccién y globulina del suero humano
normal.

En el primer caso se visualiza una fraccién proteica dominante
que se resuelve en el gel de poliacrilamida en forma nitida y
bien definida, situada a cierta distancia del lugar de siembra.

En el segundo caso se observa una banda difusa y ancha,

ubicada en las cercanias de la siembra. (Fotografias NO 4 y 5
respectivamente).

Este andlisis concuerda con lo descripto anteriormente en los

densitogramas de los respectivos fraccionamientos en acetato de
celulosa.



4.7.6. Titulacién de virus en cerebros de animales
sobrevivientes a la inoculacién con virus Junin, cepa
XJC1,, cuyos sueros fueron analizados por
inmunoelectroforesis.

Para la titulacién del virus se utilizé el método de unidades
formadoras de placa bajo agar (Damonte y Coto, 1974).

CUADRO NO 19

CEREBROS lDIAS DE VIDA | DIRs posT TITULO UFP/ml
463, 21 3,45 x 10
463; 21 19 3,55 x 10°
465, 21 19 <5
465, 21 19 <5
464, 21 19 <5
464, 21 19 <5
465; 23 21 <5
465, 23 21 4,0 x 103
465 23 21 4,5 x 10
465, 23 21 <5
462, 23 21 <5
479, 49 47 <5
479 49 47 5,0 x 10
47 49 47 2,3 x 10
478 49 47 5,7 x 10°
479, 71 69 <5
480, 71 69 7,0 x 10!
481, 73 71 1,0 x 10
481 73 71 6,0 x 10
481; 73 71 <5
483; 79 76 <5
483; 79 76 <5
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4.7.7. Inmunoelectroforesis de sueros de C.musculinus no
inoculados e infectados.

Para el desarrollo de esta parte de nuestra experimentacién
utilizamos los grupos XII y XIII de animales.

Procesamos los siguientes sueros

1) Sueros de C.musculinus infectados (fases aguda y crénica de
la enfermedad) que fueron inoculados a los 2 - 4 dias de vida,
por via ip, con 4000 DLw/ml de virus Junin, cepa XJCl,.

2) Sueros de C.musculinus que fueron inoculados a los 2 - 4 dias
de edad, por via ip con 0,02 ml de una suspensién al 10% p/v de
cerebro de ratén blanco lactante normal (CRBN) (sueros controles
I).

3) B8ueros de C.musculinus obtenidos de animales sanos en
distintos dias de vida (sueros controles II).

A continuacién presentamos un esquema de la seroteca
utilizada:



BOEROS DE ARINALES IROCOLADOS COX VIROS

CUADRO NO 17

SOEROS COXTROLES I

SUER0S CORYROLES II

JUXIR, Cepa XJCll. (CRBR)
F dias pi ) tas de cantidad dias dfas de Cantidad dfas cantidad
) edad de post sdad de de de
§ SUETO8 ipocula- BUEIOB edad L H
I cibn
10 12 5 13 15 b 11 3
A
6 16 18 1 1 20 { 18 3
]
D 19 21 1 N 25 i 21 K
A
7! v 23 11 25 {
kil k[ { N kY| { 13 3
¢ k] 40 1 U i 5 18 5
4
0 1 {8 {
1
I 69 1 3
¢
A N 1 {
76 78 ]




a) Dosaje de proteinas totales séricas.

Se procedié a determinar las proteinas totales de cada uno de
los sueros obtenidos de animales infectados perinatalmente y de

los sueros controles I y II, utilizando el método de Lowry, et
al. (1951).

Los animales fueron sometidos a un ayuno previo de 3 hs, antes
de la extraccién de la muestra.

A continuacién presentamos los valores medios (¥X) de las
determinaciones de proteinas totales. Agrupamos los sueros
extraidos de los animales infectados en agudos Yy crénicos,

teniendo en cuenta la edad del animal en el momento de 1la
extraccién de la muestra.

Los datos de los controles I y II fueron agrupados en la misma

forma cronolégica.

CUADRO NO 18

knixales inoculados

Controles I

Controles II

Datos correspondientes al
estado aqudo
10-21 dpi corresponden
3 12-27 dfas de vida

Y:-68,0¢4/]
p =30
g=9,88

13-23 dfas post

inoculacién CRBNK

corresponden a
15-25 dias de vida

Y:-6568¢/l
=11
s :=6,92

17-25 diap de
vida

Y:64,3¢/1
p =13
s =6,58

Datos correspondientes al
estado crénico

31-7¢ dpi corresponden
2 34-78 dias de vida

Y - 65,74/
n=1§
§=9,43

32-44 dias post
inoculacién CRBK
corresponden a
34-46 dfas de vida

T:-68,1q/]
=9
§ = 15,62

73-78 dias de
vida

Y =65,04¢/1
=8
5 = 8,03

Los valores medios (X) del dosaje de proteinas totales de
animales inoculados Y de sus controles no difieren
significativamente.



b) Separacién inmunoelectroforética.

Todos los sueros que constituian la seroteca fueron analizados
inmunoelectroforéticamente, junto con los controles I y II.

Cada suero proveniente de un cricétido infectado fue analizado
dos (2) veces, utilizédndose suero de conejo, antisuero total de
C.musculinus en una de ellas y en otra suero de conejo, antisuero
parcial de C.musculinus, para realizar la inmunoprecipitacién.

A continuacién presentamos las fotografias de los
inmunoelectroforetogramas que hemos  denominado A, B y C
(fotografias 6, 7 y 8 respectivamente).

INMUNOELECTROFORETOGRAMA A
FOTOGRAFIA NC 6

A: antigeno : la linea negra en la esquina del portaobjeto indica que se ha sembrado de ese lado suero
proveniente de cricétido infectado, en este caso 5 pl de suero de C.musculinus de 76 dfas pi (fase crénica).

Bn el otro orificio se sembraron 5 pl de suero de C.musculinos normal de 78 dias de vida (suero control
II).

antisuero : 80 pl de antisuerc total de C.musculimus, obtenido en conejo.
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INMUNOELECTROFORETOGRAMA B
FOTOGRAFIA NQ 7

B: antfgeno : 5 pl de suero de C.musculinns de 13 dpi que corresponden a 21 dias de vida (linea negra) (fase
aguda).

Bn el otro orificio se sembraron 5 pl de suero de C.mescolinus de 13 dfas post inoculacién de CRBN (15
dias de vida).

antisuero : 80 pl de antisuero parcial de C.musculimms, obtenido en conejo.

INMUNOELECTROFORETOGRAMA C
FOTOGRAFIA NO 8

C: antigeno : 5 pl de suero de C.mosculinus de 71 dpi que corresponden a 73 dias de vida (linea neqra) (fase
crénica).

En el otro orificio se sembraron 5 pl de suero de C.musculimms normal de 78 dfas de vida (suero control
II). antisuero : 80 pl de antisuero parcial de C.musculinms, obtenido en conejo.

- 94 -




Los resultados obtenidos al utilizar los antisueros total vy
parcial de C.musculinus para formar los precipitados en 1las
inmunoelectroforesis Be aprecian en las fotografias N2 6 (A) y
NQ 7 v 8 (B-C) respectivamente.

Si comparamos el caso A con C (Bueros de animales crénicos),
comprobamos que en este Ultimo aparece menor cantidad de bandas
inmunoprecipitadas con respecto al primero. La causa de 1lo
descripto se debe a la preparacién del antisuero parcial, que se
realizé con parte de las proteinas del suero del C.musculinus
sano. En el caso C, se observa que la banda de la albimina se
tifie en forma méds tenue que en A y de este modo se permite la
visualizacién nitida de las bandas vecinas a la albuUmina.

Una vez que comparamos el poder resolutivo de ambos
antisueros, analizamos todos 1los sueros que formaban la
seroteca, mediante la técnica de inmunoelectroforesis. No se
observaron diferencias cuando se realizaron las comparaciones de
las bandas de los inmunoprecipitados, obtenidos con las muestras
provenientes de las fases aguda y crénica de la enfermedad con
los controles I y II.

Hemos observado una variacién fisiolbgica, en el andlisis de
nuestros inmunoelectroforetogramas, que es posible observar si
comparamos B con C. Claramente se observa gque a medida que
aumenta la edad de los animales (en C se sembraron sueros
provenientes de animales de mayor edad que en B), se produce un
incremento en el grosor de dos (2) bandas ubicadas en las
cercanias de la albumina. Lo mencionado se “verifica tanto para
sueros de animales controles, como para sueros de animales
infectados. Es un proceso biolégico propio del cricétido que se
manifiesta con la edad del animal.



5 — DISCUSION



El aislamiento de virus Junin a partir de C.musculinus
capturados en el campo (Babattini et al., 1977), no sélo
demostré la importancia de este cricétido como reservorio del
virus, sino que llevé a considerar que la presencia viral no era
deletérea para el huésped.

Este concepto se ha ido modificando ya que la infeccién de
C.musculinus neonatos con la cepa atenuada XJCl3 enferma y mata
al 50 - 70 & de los animales (Lampuri et al., 1982), por causas
inmunolégicas (Coulombié et al., 1986a) similares a las que
ocurren en el ratén blanco recién nacido infectado con cualquier
cepa de VJ (Nota et al., 1977). M&s atn, C.musculinus infectados
con cepas de campo de VJ presentan una mortalidad tardia
aumentada respecto de los controles no infectados, retardo en el

crecimiento, al tiempo que decae su fertilidad (Vitullo et al.,
1987).

En general, tanto en el hombre, como en el cobayo y en el
primate Callithrix jacchus inoculados con cepas virulentas, se han
encontrado alteraciones hematolégicas tales como leucopenia,
descenso de linfocitos y granulocitos neutréfilos y marcada
plaquetopenia (Ruggiero et al., 1964; Schwarz et al., 1970;
Guerrero et al., 1977; Weissenbacher et al., 1980a). Estas

’
alteraciones van acompafiadas en general por profusas
hemorragias.

La cepa atenuada XJC13 , derivada de la XJ, se caracteriza en
cambio por no producir cambios hematoldédgicos mensurables ni en
el cobayo (Nota et al., 1969), ni el Callithrix jacchus
(Weissenbacher y Damonte, 1983) ni en humanos voluntarios
(Ruggiero et al., 1969; Parodi et al., 1970). Solo se ha
reportado que la inoculacién de cobayos de exocria con altas
dosis de virus produce un descenso fugaz de plaquetas del que se
recuperan rapidamente (Nota et al., 1969).

Los resultados que se presentan en este trabajo, muestran que
la Cepa XJC13 produce en el C.musculinus, durante el periodo agudo
de la infeccién una disminucién significativa de los linfocitos
en aproximadamente el 40% de los animales inoculados, registrada
entre los dfas 8 vy 23 p 1 (Fig. N2 6).

Alché et al (1985) demostraron, utilizando este modelo que



entre los dias 11 y 19 p 1 8e encuentran cricétidos virémicos.
El porcentaje mayor de animales con viremia, se encuentra en el
dia 13 p i. AR partir de los cultivos de linfomonocitos obtenidos
al dia 14 p i, estos autores demuestran la produccién de virus
"in vitro".

Si relacionamos la presencia de viremia y linfopenia con la
obtencién de virus "in vitro", a partir de cultivos de
linfomonocitos obtenidos de C.musculinus que estaban en la etapa
aguda de 1la enfermedad, podriamos suponer que la células
mononucleares sanguineas serian reservorios del virus y también
posibles sitios de multiplicacién del mismo. Lo expuesto podria
explicar el descenso del numero de linfocitos encontrado en los
C.musculinus infectados, si consideramos que el virus ejerza una
accién citolitica directa o como en otras interacciones de
virus-linfocitos, ocurra inhibicién de la activacién
linfocitaria y de su proliferacién y/o alteraciones en la
recirculacién de linfocitos entre la sangre y la linfa (Woodruff
y Woodruff, 1975).

Otro ejemplo de asociacién entre el VJ y la poblacién linfo-
monocitaria se ha demostrado en pacientes con FHR que cursan el
periodo agudo de la enfermedad (Ambrosio et al., 1982). en estos
casos se ha descripto la aparicién de viremia y disminucién en
la cantidad absoluta de los linfocitos que componen algunas de
las subpoblaciones que se encuentra en sangre periférica
(Vallejos et al., 1989). Estas alteraciones desaparecen durante
la convalecencia precoz (Vallejos et al., 1985).

En cambio es dificil explicar porqué la linfopenia no ocurre
en €l 100% de los animales infectados. No estamos en condiciones
de describir 1la evolucién de 1los animales infectados que
presentan o no linfopenia porque se registran muertes producidas
por la extraccién de sangre, al realizar los estudios
hematolégicos en animales de poca edad. Pero podemos precisar
que la 1linfopenia se registré en animales con signos de
enfermedad y en aquellos que aparentemente estaban sanos.

En la etapa crénica de la enfermedad no hemos observado
modificaciones en la hematologia de los cricétidos inoculados.
Se determinaron los valores hematolégicos desde el dia 40 hasta
el dia 575 pi. Estos valores se hallan agrupados y analizados
estadisticamente en los cuadros 9 y 10, junto con sus controles.
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De los datos que conforman los cuadros 9 y 10, hemos extraido
aquellos que corresponden a las determinaciones hematolé6gicas
halladas en los cricétidos infectados crénicamente en los cuales
se realizé la busqueda y el aislamiento de virus en cerebro.
Estos valores estdn incluidos en el cuadro NO 11.

Observando los mismo, queda claramente ejemplificado que 1los
cricétidos persistentemente infectados, presenta  valores
hematolégicos semejantes a los valores medios controles de cada
determinacién, incluidos en los cuadros 9 y 10.

Hemos comprobado que en la etapa crénica de la enfermedad no
se observaron variaciones en la férmula leucocitaria, por otra
parte no se aislé virus de loe cultivos de células mononucleares
sanguineas provenientes de C.musculinus infectados en forma
crénica (Alché et al., 1985) y en esta etapa de la enfermedad no
se detectd inmunofluorescencia positiva en el tejido linfatico
(Lampuri, 1984). Estos resultados nos llevan a pensar que el

virus Junin no interactuaria con 1los linfocitos en la fase
crénica de la infeccién.

La persistencia de la infeccién con virus Junin, verificada
en C.musculinus, estaria relacionada con la aparicién de variantes
serolégicas (Lampuri, 1984; Alché, 1989) cuya presencia ya ha
sido detectada durante la etapa aguda. A pesar que el sitio
preferencial de acantonamiento de los arenavirus es el cerebro
con los conocimientos actuales no estamos en condiciones de
sefialar el posible ciclo de las variantes seroldgicas del VJ,
las cuales aparecen en forma esporddica en la sangre de 1los
cricétidos crénicos (Alché y Coto, 1986). Tampoco podemos
asegurar si estas variantes antigénicas del VJ son las
responsables del probable comportamiento diferencial con los
linfocitos durante las fases aguda y crénica de la enfermedad o
si intervendrian otros factores tales como modificaciones
producidas en el estado inmunolégico del C.musculinus infectado.

Los estudios realizados con el LCMV y su portador muestran
resultados diferentes a los que hemos hallado con el virus
Junin. El1 LCMV multiplica en células mononucleares y linfocitos
de ratén, durante las fases aguda y crénica de la enfermedad,
pero el virus no es litico y no produce efecto citopdtico en las

células que infecta (Doyle y Oldstone, 1978; Popescu et al.,
1979).



En la obtencién de los valores de referencia hematolégicos de
la rata y el ratén se han descripto distintas variables que
introducen modificaciones de origen biolégico en los datos
hallados, como ser: medio ambiente, cepa, edad, método de
sujecién del roedor (fisico o mediante anestesia), sitio de
extraccién de la muestra sanguinea (cola, puncién cardiaca, seno
retroorbital, vena yugular). Por otra parte el laboratorio
también introduce variables cuando Be realizan las
determinaciones (Payne et al., 1976).

Teniendo en cuenta los conocimientos anteriormente citados y
para poder comparar los datos hematoldégicos obtenidos del
C.musculinug, con sus controles correspondientes, tuvimos que
analizar gran numero de animales sanos, cuyas edades oscilaron
entre 9 y 575 dias. Hodara et al., (1987) determinaron 1los
pardmetros hematolégicos de C.musculinus normales en el periodo 21
- 120 dias de edad. No encontraron diferencias entre los grupos
etarios a excepcién hecha del recuento 1leucocitario. Hemos
presentado los datos hematolégicos de C.musculinus sanos,
agrupados en los periodos 9-30, 40-160, 170-575 dias de edad
(CUADRO NC 7), donde se muestra la variacién de los valores
hallados con la edad del cricétido. Debido a que los grupos
etarios analizados son diferentes, no podemos realizar una
comparacién precisa entre nuestros valores de referencia y los
hallados por los autores citados.

Se ha encontrado que determinadas infecciones virales pueden
inducir modificaciones en la homeostasis del hospedador. Estos
virus no producen efecto citopdtico en las células que infectan,
pero alteran la funcién celular difenciada o"funcién lujosa” de
las mismas (Oldstone, 1984).

Un ejemplo de lo citado anteriormente, lo encontramos en los
resultados hallados en roedores infectados persistentemente con
el LCMV. Estos animales presentan desérdenes en el crecimiento
y en el metabolismo de la glucosa, asociados a una diferencia en

la secrecién de la hormona del crecimiento (GH) (Oldstone et
al., 1985).

Hemos detectado la presencia de hipoglucemia, en C.musculinus
infectados con VJ, Cepa XJCl, , la cual ha sido registrada entre
los dias 13 y 31 pi (CUADRO NO 12). Los niveles de glucosa en
sangre se hallaron normalizados a los 43 dpi (CUADRO NO 13).
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Oldstone et al., (1985), realizaron estudios, wutilizando
ratones CjH, infectados a las 18 hs de vida por via intra-
cerebral, con 60-100 UFP de virus LCMV, cepas Arm, Eqyp, Pasteur,
Traub y W.E.

Los autores encuentran que algunas cepas de virus LCM(Arm,
Eqsq. Pasteur) replican con alto titulo en gran parte de las
células que producen la GH, situadas en el 16bulo anterior de 1la
gldandula pituitaria. Esta infeccién afecta el normal
funcionamieeto de la "funcién lujosa" de las células somato-
tré6ficas, en consecuencia se produce un decrecimiento en la
sintesis de la GH, que se manifiesta en los roedores inoculados
esencialmente por presentar disminucién en el crecimiento y
alteracién en el metabolismo de la glucosa (hipoglucemia).

Las modificaciones descriptas se manifiestan moderadamente,
cuando los ratones C;H son infectados con 1la cepa Pasteur
(Oldstone et al., 1985).

Las cepas Traub y W.E. infectan pocas células productoras de
la GH y no inducen las alteraciones mencionadas en el
hospedador.

En el modelo descripto por los autores intervienen factores
genéticos del hospedador, pues solamente determinadas cepas
ratones (C;H) alteran la sintesis de GH y el metabolismo de la
glucosa, por efecto de la infeccién viral.

Cuando los autores realizan experimentos de reconstitucién del
nivel de la GH en los ratones infectados, se restaura 1la
homeostasis de los animales inoculados y éstos crecen y nivelan
la glucosa sanguinea en forma equivalente a los controles
correspondientes (Oldstone et al., 1985).

En nuestro modelo C.musculinus, inoculado a los 2-4 dfias de
edad, por via ip, con 4000 DLy de VJ, Cepa XJC13 , también se
han descripto modificaciones en el tamafio y peso corporal
(Lampuri et al., 1982).

Si unimos este hecho a nuestro hallazgo de niveles sanguineos
de glucosa disminuidos, se podria pensar gque se estuviera
estableciendo una interaccién virus-célula semejante a la
hallada por Oldstone et al., (1985), con la cepa Pasteur del



LCMV.

Otra causa que puede inducir un estado de hipoglucemia en el
C.musculipus infectado, es el estado de salud del animal, en la
fase aguda de la enfermedad. Si por la razén mencionada se
induce una disminucién de la apetencia alimentaria, esto se
reflejaria en los niveles hallados de la glucosa sanguinea.

Con los estudios que se han realizado, no estd comprobada la
existencia y constitucién de los complejos inmunes circulantes,
en el C.musculinus infectado con VJ (Coulombié, 1986; Alché,
1989).

Las evidencias acumuladas hasta el momento, permiten descartar
una posible patologia, debida a complejos inmunes en la
infeccién del C.musculinus, debido a la comprobacién de ausencia
de dafio renal, caracteristico de enfermedades asociadas a
complejos virus-anticuerpos (Coulombié, 1986).

Hemos comprobado Que no existe alteracién en los niveles de
urea sanguinea en animales infectados con VJ, en el estado agudo
y crénico de 1la enfermedad. Estos resultados apoyan las
comprobaciones anteriores, ya gque inducen a descartar la
presencia de glomérulonefritis provocada por los
inmunocomplejos.

Hemos aplicado distintas técnicas de fraccionamiento proteico
a muestras de suero provenientes de C.musculinus infectados con
virus Junin, Cepa XJClT -

Separamos electroforéticamente las proteinas séricas de los
cricétidos en acetato de celulosa, gel de poliacrilamida y hemos
combinado ambas técnicas, dando origen a un procedimiento
realizado en dos pasos sucesivos a) acetato de celulosa y b) gel
de poliacrilamida.

En los fraccionamientos de sueros provenientes de animales que
cursaban la etapa aguda de la enfermedad, realizados en placas
de gel de poliacrilamida (fotografia N2 1), observamos 1la
intensificacién de una banda proteica que llamamos x, asi como
la disminucién en la intensidad de coloracién de otra banda
proteica que denominamos y. Estas variaciones descriptas no se
reflejan en el dosaje de proteinas totales, ya que no se
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registraron variaciones Bignificativas con los controles
correspondientes (CUADRO NQ 15).

En la fase crénica de la enfermedad, los animales tienden a
normalizar estas modificaciones (fotografia NQ 2).

Hemos pensado que los cambios descriptos pueden deberse a una
respuesta de fase aguda. Se han descripto varias causas que
inducen este tipo de respuesta en el ser humano: invasién
microbiolégica, injuria del tejido, reacciones inmunolégicas y
procesos inflamatorios (Dinarello, 1984).

La respuesta de fase aguda estd caracterizada por cambios en
las funciones metabdélicas, endocrinolégicas, inmunolégicas vy
neurolégicas. La mayoria de estos cambios se observan en horas
o dias después de la infeccién o inflamacién (Dinarello, 1984).

De todos los cambios mencionados, nos interesa particularmente
la aparicién de proteinas de fase aguda, que estdn definidas
como aquellas que aumentan su concentracién plasmidtica un 25% o
un porcentaje mayor (Kushner, 1988).

Algunos autores llaman proteinas de fase aguda negativas a las
que disminuyen su concentracién en plasma (Kushner, 1988).

Es interesante sefialar que las especies animales presentan
distintas proteinas de fase aguda. Esto se verifica en especies
muy relacionadas como son la rata y el raténm.

Se ha comprobado en todas las especies de mamiferos
estudiados, la existencia de una sintesis aumentada en el
fibrinégeno, a; glicoprotema dcida y haptoglobina, asi como un
decrecimiento en la concentracién de la albumina, durante la
respuesta de fase aguda.

Las concentraciones de la proteina C reactiva (CPR), proteina
sérica amiloide A (SAR) y proteina sérica amiloide P (SAP),
presentan variaciones diferenciales en especies de mamiferos,
durante la respuesta de fase aguda.

En el ratén: la proteina de mayor incremento es SAA, pero SAP
también es reactante de fase aguda.



En la rata: a; macroglobulina es el marcador proteico de fase
aguda (Kushner, 1988).

A pesar que no hemos realizado el aislamiento e identificacién
de las proteinas del C.musculinus infectado que hemos denominado
X e Y , creemos gque los cambios en las bandas proteicas
nombradas se deben al establecimiento de una respuesta de fase
aguda.

El evento fundamental en la iniciacién de la respuesta de fase
aguda es la produccién de interleukina-1 (ILI), un polipéptido
gue induce cambios clinicos y modificaciones detectadas por el
laboratorio (Dinarello, 1984).

Entre los numerosos efectos biolégicos de 1la 1Ly, en el
hospedador, se ha sefialado que la accién de la misma en la
médula 6sea induce un incremento en el numero de neutré6filos
(Dinarello, 1984).

Como hemos comprobado la existencia de neutrofilia en el
C.musculinus infectado con VJ (CUADRO NO© 8), este es otro
resultado que apoya nuestras suposiciones.

Utilizamos el suero humano normal como sistema de referencia
en los distintos fraccionamientos realizados de las proteinas
séricas de C.musculinus sanos. Asi al comparar ambos densitogramas
obtenidos de 1la separacién electroforética en acetato de
celulosa, se encuentran marcadas diferencias que hemos sefialado
en los resultados (figura NO© 7). Es particularmente notoria la
configuracién de la Frg del suero del cricétido, que se observa
como una banda netamente definida y no muy ancha, con respecto
a su supuestamente andloga, la fraccién ¥ g9lobulina humana, que
se caracteriza por ser una banda ancha y difusa.

Esta diferencia sefialada, fue determinada con mayor exactitud,
cuando realizamos el fraccionamiento proteico en dos pasos
sucesivos (acetato de celulosa y gel de poliacrilamida). En las
fotografias NO 4 y 5, se observaron claramente separadas ambas
bandas en el gel de poliacrilamida, muestran distinta resolucién
y supuestamente diferentes caracteristicas biolégicas.

Todo el andlisis inmunoelectroforético realizado, no nos
permitié visualizar la existencia de variaciones observables



visualmente entre las bandas inmunoprecipitadas provenientes de
animales inoculados con virus Junin, Cepa XJC1ly y sus controles
correspondientes. Solamente hemos detectado un aumento en el
grosor de algunas bandas obtenidas en sueros de animales sanos,

que atribuimos a variaciones fisiolégicas al avanzar la edad del
animal.

De todo el andlisis bioquimico realizado en los cricétidos
infectados con virus Junin, Cepa XJCl; , concluimos que hemos
detectado pocas alteraciones con las técnicas empleadas,
confirmédndose de esta manera que el C.musculinus es un buen
reservorio del virus Junin.

Esperamos que los resultados hallados aporten datos para un
conocimiento méds profundo, en el modelo estudiado, sobre 1la

interaccién virus-hospedador y en tltima instancia contribuyan
al control de la FHA.
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