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ABREVIATURAS

ARN:ácido ribonucleico
ARN-m:Acido ribonucleico mensajero
(Lnumnuinus: Chlanzslnuundinns
CPR:proteina C reactiva
CRBN:cerebro de ratón blanco lactante normal
DL”: dosis letal 50 t
dpi: dias post infección
FHA: Fiebre Hemorrágica Argentina
PHB: Fiebre Hemorrágica Boliviana
GPI: glicoproteina de envoltura 1
GP¡: 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 peritoneal
KDa: kilodalton
L: replicasa - transcriptasa
LCMV:virus de la coriomeningitis linfocitaria del ratón
L/N: linfocitos/neutrófilos
MEM:medio esencial minimo
NP: nucleoproteina
SAA:proteina sérica amiloide
SAP:proteina sérica amiloide P
SNC:sistema nervioso central
TEHED: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
VIIIzhg: 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 HEHORRAGICA ARGENTINA. LA ENFERMEDAD.

La Fiebre Hemorrágica Argentina (FRA) 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 etiológico de la misma fue
aislado por dos grupos de investigadores (Parodi et al., 1958;
Pirosky et al., 1959) a partir de sangre y órganos de pacientes
internados en el Hospital Regional de la ciudad de Junin, nombre
con que se denominó al virus.

El área endemo-epidémica de la enfermedad comprende la región
agricola-ganadera de mayorimportancia del pais, originalmente
abarcaba 16.000 Kmï,pero luego fue extendiéndose progresivamente
hasta cubrir una superficie de 120.000 sz (Haiztegui y
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 Córdoba 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,
situada a 180 Kmal 8.0. de la ciudad de Buenos Aires, fuera de
la zona endémica, se encontró la existencia de anticuerpos en el
suero de humanosy roedores silvestres y en éstos últimos se
aisló virus infeccioso. (Weissenbacheret al., 1985).

Los seres humanosse infectan principalmente a través de la
piel debido a la existencia de escoriaciones o por las mucosas
buco-faringeas y/o respiratoria durante el trabajc>mecanizadoen
el periodo de las cosechas. (Weissenbacheret al., 1987). Estas
vias de penetración viral han sido confirmadas por infecciones
accidentales en el trabajo (Weissenbacheret al., 1976a; 1978).

El hombre es un accidente dentro del ciclo de vida del virus
y no juega ningún rol especial comoportador.



La FHApuede cursar con manifestaciones clinicas evidentes o
no. Las infecciones inaparentes se detectaron en estudios
clinico-serológicos realizados en el área endémica. Un 30%de
las muestras analizadas presentaron indices de neutralización
que indicaron la presencia de anticuerpos anti-Junin en
individuos sin manifestaciones clinicas asociadas con FHA
(Weissenbacher y Damonte, 1983).

También se encontraron formas asintomaticas 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 FHAse manifiestan después de unos
10 dias 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 comunesa todos los
pacientes: malestares generales, decaimiento, fiebre, diástesis
hemorrágica con leucopenia y marcada trombocitopenia.

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

a) Enfermos con FHAque presentan una forma clinica leve, tienen
un estado febril que desaparece durante la primera semana de
la enfermedad. La única manifestación de la involucración del
sistema nervioso central (SNC)es el temblor de la lengua.
Unaproteinuria transitoria está presente en estos casos.

b
V

Cuando la FRA se manifiesta moderadamente (forma clinica
común)los pacientes presentan fiebre que persiste durante la
segunda semana de la enfermedad.
Los signos neurológicos anormales que se observan son temblor
de la lengua, hiporreflexia o arreflexia, hipotonia muscular,
confusión.



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

V
c Los signos descriptos del SNCse intensifican en pacientes

con FRAsevera (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 diagnóstico de FHAse estableció por
aislamiento del virus Junin o por conversión serológica.

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

En un trabajo reciente Cumminset al. (1990) han descripto la
presencia de un inhibidor plasmático de la agregación
plaquetaria "in vitro", en pacientes con FRA.Esta actividad
inhibitoria se manifiesta durante la fase aguda de la enfermedad
y parece estar asociada con la severidad de la misma. Esta
alteración junto con la plaquetopenia contribuirian a las causas
de sangrado en esta patología.

También se ha demostrado la presencia de un inhibidor
plasmático de la agregación plaquetaria. en pacientes que
presentan fiebre de Lassa (Cumminset al., 1989). Relacionando
ambos hallazgos, podria pensarse que los disturbios en la
hemostasia producida por la infección de estos arenavirus,
podrian tener una patogénesis común.

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

La prueba del tiempo de tromboplastina parcial con caolin
(TTPC)está 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 tromboelastográficos
descriptos por Schwarlet al.(1972) coinciden con el hallazgo de
un TTPCprolongado, ya que ambas pruebas ponen de manifiesto el
camino intrínseco de la coagulación.

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

En contraste con la disminución de 1a actividad del factor
VIII:C , se encontró aumentado el nivel del factor Von
Willebrand (VIIIthg), durante el curso de la fase aguda de la
FHA.La discrepancia hallada entre estos dos parámetros, va
desapareciendo con el transcurso de la enfermedad.

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

El nivel del fibrinógeno (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
degradación del fibrinógeno, comoindicadores de activación del
mecanismode fibrinólisis.

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

La patogénesis de algunas fiebres hemorrágicas de origen
viral ha sido relacionada con la activación del sistema
complementopor 1a intervención de complejos inmunes circulantes
(Bokisch et al., 1973).

Los complejos inmunes pueden activar ambos mecanismos:
complemento y coagulación. Se realizó IM] estudio de ambas
actividades en muestras de sangre seriada provenientes de
pacientes con FEAdesde 1976 a 1986 (Molinas et al., 1989).

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



complementoy la presencia de complejos inmunes circulantes.

Durante la fase temprana aguda de la FHA (dias 5 —10), se
encontró que el complementoestaba activado en los casos severos
y moderados de la enfermedad, coincidiendo con el deterioro de
la coagulación. Se halló una moderadareducción de la actividad
total del complemento con decrecimiento de la actividad de C2y
normal de la actividad de C¡(De Bracco et al., 1978).

Los niveles antigénicos de Ch, C3 y C5 medidos porinmunodifusión radial se encontraron disminuidos en formas
clinicas moderadas o severas, pero hay un marcado incremento en
el antígeno C4 que no está en concordancia con su actividad
hemolitica.

Productos de degradación de C3y factor B se encontraron en
sueros de pacientes con FHA.

Pacientes que recibieron plasmade individuos convalecientes,
presentaron un patrón de activación del complementosimilar al
descripto.

Los complejos inmunes circulantes se encontraron raramente y
fueron detectados solamente después de la aparición de
anticuerpos contra virus Junin, relativamente tarde en el curso
de la enfermedad (dias 12 - 20).

Se concluye que el rol de la activación del complementoen la
patogénesis de la FHA no es claro, 105" complejos inmunes
circulantes no parecen estar relacionados con las
manifestaciones clinicas o las anormalidades de la coagulación
observadas durante la fase temprana de la enfermedad (Molinas et
al., 1989).

Los hallazgos anátomo-patológicos realizados por Elsner et
al. (1973), desmostraron que la patología de la FHA está
caracterizada por alteraciones capilares generalizadas,
hemorragias multiviscerales, daño renal, necrosis focal en el
higado. Comoen otras fiebres hemorrágicas de origen viral se
encontróhiperplasia de células reticulares y eritrofagocitosis
en los nódulos linfáticos e hipoplasia moderada en la médula
ósea.



Las alteraciones descriptas, muchasveces estaban acompañadas
por lesiones producidas por infecciones bacterianas secundarias
que son características de muchasenfermedades virales.

En el hígado se describió la presencia de cuerpos acidófilos
similares a los descriptos en la fiebre amarilla, hepatitis
vírica y en varias fiebres hemorrágicas. Ademáseste órgano
presentaba necrosis focal y las células de Kupffer se observaban
hipertróficas con evidencia de eritrofagocitosis (Gallardo,
1970; Elsner et al., 1973).

Los riñones estaban aumentados de tamaño con una médula
congestiva y' con hemorragias perivasculares y pélvicas. Se
describieron focos de necrosis hemorrágicos en las papilas
renales, siendo esta lesión un hallazgo constante en necropsias
de enfermos de otras fiebres hemorrágicas de origen viral,
incluyendo la Fiebre Hemorrágica Coreana.

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

Enun estudio de tejidos realizado en siete víctimas de FHA,
el antígeno viral se encontró en hepatocitos, en el epitelio
renal tubular, en macrófagos y en células dendríticas
reticulares del bazoy de los nódulos linfáticos (Cossio et al.,
1975; González et al., 1980; Maiztegui et al., 1975).

El virus Junin se aisló del bazo y de los nódulos linfáticos
en las siete necropsias investigadas.

A pesar de los esfuerzos realizados por los diversos
investigadores para realizar los estudios clínicos y los
hallazgos anátomo-patológicos, no se ha podido esclarecer aún el
mecanismopor el cual el virus produce desórdenes en la función
orgánica y muerte.



1.2. VIRUS JUNIN. EL AGENTEETIOLOGICO.

1.2.1. Eamilig Argggviridae.

En el año 1970 se propuso designar con el nombre de
arenavirus a un grupo de virus que compartían caracteristicas
morfológicas, serológicas y fisico-químicas (Rowe et al.,
1970a). Pero recién en 1976 (Penner, 1976), el Comité
Internacional de TaxonomíaViral dispuso clasificar al grupo
viral como familia con el nombre de Arenaviridae.

A pesar de que todos los miembros de la familia dan
reacciones cruzadas por inmunofluorescencia indirecta (Roweet
al., 1970b), se vislumbraron desde el principio dos grupos en
los que se podian agrupar a especies más afines: Arenavirus del
Viejo Mundoy el complejo Tacaribe, también llamados Arenavirus
del NuevoMundo.Esta división está sustentada por relaciones
antigénicas, asi todos los integrantes del grupo Tacaribe
comparten un antígeno fijador del complemento, mientras que los
Arenavirus del Viejo Mundono lo hacen.

El primer miembroreconocido de esta familia fue el virus de
la Coriomeningitis Linfocitaria del ratón (LCMV)(Amstrong y
Lillie, 1934), y es la especie prototipo de la familia que está
diseminada universalmente. Con el transcurso de los años se
fueron descubriendo nuevos componentes de la familia
Arenaviridae y en la actualidad se conocen'como integrantes de
los virus del Viejo Mundo al LCMVy lo acompañan además los
virus africanos Lassa, Mobala y Mopeia.

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

Es caracteristica distintiva de esta familia su morfología.
Las particulas virales son en todos los casos redondas, ovales
o pleomórficas con un diámetro que oscila entre 60 y 350 nm,
poseen una membranacon proyecciones superficiales de 2 a 10 nm
de longitud, que sobresalen de una envoltura lipoproteica.
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Tienen gránulos internos de 26 nmde diámetro, indistinguibles
por su morfología y composición bioquímica de los ribosomas
celulares (Murphyet al., 1970, 1973; Murphyy Whitfield, 1975).

El material genético está constituido por ácido ribonucleico
(ARN), cadena simple fragmentada.

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

Los arenavirus patógenos para el hombre son el virus Junin;
el virus Machupo, agente causante de la Fiebre Hemorrágica
Boliviana (FHB), que es una enfermedad semejante a la FRA; el
virus Lassa quien produce una severa enfermedad febril con alta
tasa de mortalidad; el LCHVque induce infecciones leves o
inaparentes (Walker y Murphy, 1987) y el virus Guanarito, agente
causante de la Fiebre HemorrágicaVenezolana, de caracteristicas
semejantes a la enfermedad producida por el virus Lassa (Salas
et al., 1991).

1.2.2. Caracteristicas gg log arenavirus.

El genoma de los arenavirus está constituido por dos
fragmentos de ácido ribonucleico de cadena simple. Estos trozos
se denominan según su tamaño L (large, 338) y S (small, 258)
(Carter et al., 1973; Rawls y Buchmeier, 1975; Añon et al.,
1976; Vezza et al., 1978; Bishop y Auperin, 1987).

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

Se han descripto dos glicoproteinas de envoltura GP1(44 - 64
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KDa) y GP2 (35 - 41 Kda) para los virus Pichindé, LCMV,Lassa y
VJ (Vezza et al., 1977; Martinez Segovia y De Mitri, 1977;
Buchmeiery Oldstone, 1978; Clegg y Lloyd, 1983; Ghiringhelli et
al., 1991). Para los virus Tacaribe y Tamiamisolamente se ha
identificado una glicoproteina (77 - 79 KDa) (Gard et al.,
1977).

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

En investigaciones realizadas en lisados de células
infectadas, se 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 asociación con los
fragmentos ARN,dando origen a dos nucleocápsides helicoidales.
Las glicoproteinas GPIY GPIestán dispuestas en la superficie
interna del virión formando parte de 1a envoltura (Buchmeier y
Parekh, 1987). Pero sólo una de la glicoproteinas estaria
expuesta en los virus LCMVy VJ (Bruns y Lehmann Grube, 1983;
Mersich et al., 1988).

El ARN-Scodifica la nucleoproteina NPy el precursor de las
glicoproteinas GPC.Se ha demostrado para los virus Pichindé,
LCHV,Lassa, Tacaribe y VJ que la estrategia de replicación es
"ambisense" (Auperin et al.,1984; Romanowskiet al., 1985; Clegg
y Oram, 1985; Auperin et al., 1986; Franze Fernández et al.,
1987; Ghiringhelli et al., 1991).

El ARN-Lcontiene los genes por los cuales se sintetizan la
replicasa-transcriptasa (L) y una pequeña proteina con
estructura "zinc-finger" (Z) (Salvato y Shimomaye,1989; Salvato
et al., 1989; Iapalucci et al., 1989 a y' b). También se ha
comprobadola existencia de una codificación "ambisense" de los
genes de L y Z ubicados en el segmento ARN-Ldel LCMV(Salvato
y Shimomaye, 1989).

Esta formade replicación 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 ARNmensajeros
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(ARN-m)que traduce la proteina NP. El extremo 5' del ARN-Ses
idéntico al ARN-mde la proteina GPC. De este modo el ARN-mde
GPC no puede ser transcripto hasta que no comienza la
replicación del ARN-S,precedida de la transcripción del ARN-m
de NPa partir del extremo 3'.

Entre estos dos genes de distinta polaridad se observa 1a
presencia de una región intergénica que contiene una secuencia
de nucleótidos complementarios, formando una configuración de
rulo o "loop". Esta estructura funcionaria como señal de
terminación de la transcripción (Bishop, 1986).

Ghiringhelli y Col (1991) han demostrado que la organización
y estrategia de codificación del ARN-Sdel VJ son similares a
las encontradas en otros arenavirus. Los autores señalan que la
región intergénica del VJ presenta dos rulos o "loop"
consecutivos. Los virus Tacaribe y Mopeiatambién poseerian esta
estructura estable.

Se ha encontrado una identidad del 50%entre la secuencia de
aminoácidos de GPIdel VJ y la glicoproteina del virus Tacaribe.
Esta similitud seria la causa de la protección cruzada o
neutralización cruzada encontrada en ensayos realizados con
ambosvirus (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 continuación las cepas de mayor uso en 1a
investigación:

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

3Q: aislada de un caso humano de FHA(Boxaca, 1977).
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QAB:aislada en Pergamino en el año 1966 a partir de sangre de
una enferma de FHA(Berria, 1977).

Las cepas mencionadas anteriormente son altamente patógenas.
A partir de la cepa XJ, se aislaron variantes atenuadas, como
las cepas KJQlJ, XJO, XJ“ y Candid 1.

ggg;¡: proviene del pasaje CffiI (29 pasaje por plasma de cobayo
y 119 pasaje por cerebro de ratón) de 1a cepa XJ, que fue
remitida liofilizada a la Rockefeller Foundation Laboratories
(NewYork, EEUU),quienes a su vez lo enviaron al laboratorio of
Tropical Virology del NIH (Bethesda, Hd, EEUU)donde después de
algunos pasajes fue clonada en las células HA111, linea
heteroploide de riñón de conejo, obteniéndose la cepa ¿ggia
(Guerrero y Boxaca, 1980). '

Ego: se sospechó que la atenuación de la cepa XJC13 se hubiera
producido con anterioridad a su clonado en las células MA111,
debido a lo expuesto se decidió estudiar la variante de donde
derivara la cepa atenuada cepa XJCla . Esta variante habia sido
enviada a los Estados Unidos en 1959 en su pasaje Cflql, donde
fue mantenida por inoculación en cerebro de ratón recién nacido
hasta el pasaje Cflqs. A partir de ese momentofue liofilizada y
mantenida a - 60 QChasta 1977 en que fue remitida nuevamente a
Buenos Aires (Cátedra de Microbiologia de la Facultad de
Medicina (UBA)).

Se realizaron estudios comparativos entre las dos cepas: XJC13
y XJoy se encontró que ambas cepas muestran un comportamiento
similar (Guerrero y Boxaca, 1980).

gg“: es una cepa atenuada que representa el pasaje NQ 44 por
cerebrt> de ratón lactante de la cepa parental virulenta XJ
(Kenyonet al., 1985).

Candid l: derivada de la cepa XJ“. Ha sido clonada y pasada 18
veces en la linea diploidea FRhL (pulmón fetal del monoRhesus)
(Barrera Oro y Eddy, 1982).

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

¿gy obtenida en la localidad de Mones Cazón (Pcia. de Bs.As.)



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

Egg esta cepa se usó para obtener antígeno fijador de
complemento(Mettler et al., 1961).

CQaAn 2115: fueaislada de sangre entera de un ejemplar de C.
nuseulinus, capturado en el área endémica de la FHA, en la
provincia de Córdoba(Sabattini et al., 1977).

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

La cepa atenuada cepa XJ013 que fuera inoculada en humanos,
demostró una real atenuación (Rugiero et al., 1969; Parodi et
al., 1970) ha sido la más utilizada hasta el momentoen los
trabajos de virologia experimental en cricétidos. Asi mismose
han realizado muchosestudios en estos roedores con la cepa Cba
An 9446.

La cepa Candid 1, es la cepa vacunal actual. La evolución
clinica de los primeros seres humanosvacunados mostró un bajo
nivel de efectos colaterales . La via de administración más
adecuada fue la intramuscular. Se observó conversión serológica
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
transformación de linfocitos, en este caso el 98% de los
vacunados respondieron positivamente (Kenyonet al., 1988).



1.3. RESERVORIOS DEL VIRUS JUNIN Y OTROS ARENAVIRUS.

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

El complejo Tacaribe está asociado a roedores pertenecientes
a la familia Cricetidae, con excepción del virus Tacaribe que
comose dijo antes fue originalmente aislado de murciélagos del
género Artibeus, en la isla de Trinidad (Downset al. , 1963). Los
arenavirus del Viejo Mundoestán vinculados a roedores de la
familia Huridae, particularmente a los géneros sus (LCMV)y
auguran o fïaanzs (complejo Lassa).

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

Larelación entre la FHAy los roedores silvestres del área
endémica fue señalada cuando se describió 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 aisló a partir de tres especies de roedores: Cahnws
masculinas, Calo-ys laucha, Modanuarae, siendo la primer especie la
más importante en la cadena epidemiológica, debido a que se
realizaron aislamientos positivos de virus Junin en un número
elevado de Calonysnusculinus (Sabattini et al. , 1977).

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

Unmuestreo de las especies de roedores silvestres de la zona
endémica de la FHA,cultivada con finalidad agricola, demuestra
que la distribución de los roedores sigue ciertas reglas
generales.

En los campos cultivados hay un amplio predominio de las
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especies de roedores del género Calonys : C..laucha , C.muscu1inus.

En cambio en las pasturas no perturbadas hay predominio de
las especies del género Modan : Modanaux-ae, Modanobscurus junto
a Oxyxamysnign'pens. En el domicilio y peridomicilio la laucha
doméstica (Hua musculus ) y las ratas (Rattus rattus y Rattus
novenficus) son las especies dominantes (Kravetz, 1977).

Sin embargoes posible capturar cualquiera de estas especies
fuera del ambiente donde es dominante.

DeVillafañe et al., (1977) sugieren que la composición de la
comunidadde roedores antes de las labores de la agricultura,
seria semejante a la observada en los ambientes estables.

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

En los bordes se mantiene una composición 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 Chhxus.

De lo expuesto anteriormente concluimos que el Chlaum
mumndinmï,es 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 área no endémica de la FHA, como es la
localidad de Pilar (Pcia. Bs.As.) reveló la existencia de dos
pobladores que sufrieron infección subclinica de la nombrada
enfermedad.

A pesar que en los roedores silvestres de la zona se comprobó
el predominio del género Chhnus, se aisló virus con
caracteristicas biológicas y antigénicas del VJ, en el cerebro
de un Akodonuarae. Esto llevó a suponer que en el futuro podian
aparecer casos clinicos de FHA, en zonas no reconocidas
actualmente comoendémicas (Weissenbacher et al., 1985).
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1.3.1. i s al" n i ' i s.

Para poder llevar a cabo investigaciones en etapas lógicas y
sucesivas sobre la infección de roedores con arenavirus, es
fundamental el conocimiento básico de la biologia de los mismos,
para lo cual es necesario el establecimiento de colonias de
cricétidos en el laboratorio.

Los distintos aspectos de la respuesta a 1a infección
experimental de roedores con arenavirus, asi comolos mecanismos
de transmisión pueden ser evaluados cuando se realizan
investigaciones en animales de experimentación 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 cua-ys yAkodon,por ser los
principales transmisores del virus Junin en el ciclo natural de
la FEA(Sabattini et a1., 1977).

En investigaciones más recientes se ha comprobado que los
cricétidos Modan uarae, nadan dolores, Modan salinas y Cala-yn
callídus son capaces de desarrollar infecciones persistentes,
cuando son infectados experimentalmente con virus Junin, cepa
XJC13 (Videla, 1988). Si estos roedores se infectaran
naturalmente cabría esperar una mayor expansión del área
endémica de la FEA.

Enla República Argentina se han realizado estudios sobre los
parámetros de crecimiento y reproductivos en colonias de
cricétidos, como ser Akodonuarae (De Villafañe, 1981a), ¿todos
nolinae y Modandolares (Merani y Lizarralde, 1980; Herani et al. ,
1983), Calonys mculinus (De Villafañe, 1981b), Calonys Jaucba
(Kravetz et al. , 1981) y CalaIIyBmasculinas , Calamyslancha y Calonys
callidus (Hodara, 1987).

Desde el punto de vista bioquímico se han estudiado colonias
de C.nuscu1.inus, chucha y acallidus (Hodara, 1987). Estas
determinaciones comprendenvaloraciones hematológicas, dosaje de
las enzimas sanguíneas alanina aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotranferasa (AST), cuantificación de proteinas
totales, proteinogramas y análisis quimico de orina empleando
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tiras reactivas.

Los resultados hallados contribuyen a la caracterización 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 atañe.

1.4. INFECCION EXPERIMENTALDEL Calalys nusculinus CON VJ.

1.4.1. Estudios realigadgs utilizando la cepa Xngr

La infección experimental del Celaya Iusculinus con la cepa
atenuada XJC13fue estudiada en forma intensa por distintos
investigadores, en virtud de lo cual se han publicado numerosos
trabajos utilizando el modelomencionado.

C.nuscu1.inusde 1-10 dias de edad inoculados con la cepa XJC13
por via ip, desarrollaron una enfermedad cuyas primeras
manifestaciones fueron disminución en los reflejos y erizamiento
del pelo. Progresivamente los animales mostraron una acentuada
lateralización en la marcha, acompañada de temblores y/o
convulsiones. Comoconsecuencia de la enfermedad se registró una
mortalidad superior al 50%entre los cricétidos infectados.

Larespuesta de los animales sobrevivientes a la infección no
fue uniforme, ya que algunos quedaron afectados (menor tamaño,
hiperexitados) mientras que en otros los signos de enfermedad
desaparecieron por completo. Ungrupo de cricétidos, a pesar de
haber sido inoculados de manera similar a los restantes, nunca
enfermó. (Lampuri et a1., 1982).

La patogénesis de la infección de c.nusculinns, con la cepa
XJC13seria probablemente de origen inmunológico, dado que la
administración de suero antitimocito en los cricétidos neonatos
en dias subsiguientes a la infección, produce un retraso en la
aparición de los signos clinicos, una menor morbilidad y una
significativa disminución de la mortalidad (Coulombiéet al.,
1986a).

En aquellos ¿masculinas que superaron la etapa aguda de la
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infección, asi comoen algunos que nunca presentaron signos de
enfermedad, se detectó una infección persistente con altos
titulos virales en cerebro (Lampuriet al., 1982), en algunos
casos el aislamiento viral también fue positivo en glándulas
salivales¡rbazo (Lampuri., 1984), ocasionalmente se presentaron
viremias recurrentes (Alché y Coto, 1986), se observó la
presencia de lesiones anatomopatológicas en grandes áreas del
cerebro, histológicamente 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 ¿masculinas
provenientes de la etapa aguda o crónica de la enfermedad fue
neutralizado parcialmente por el suero del mismoanimal. Por
otra parte este mismosuero neutralizó en alto titulo a la cepa
parental utilizada para la infección del cricétido estudiado.

La aparición de nuevas particulas virales variadas
antigénicamente, permitirían al virus Junin evitar la acción de
los anticuerpos neutralizantes que se generan comoconsecuencia
de la replicación del mismo en C.muscu1inus(Lampuri y Coto, 1983;
Alché y Coto, 1986; Alché y Coto, 1988).

Han sido caracterizadas algunas propiedades biológicas de
estas variantes antigénicas, aisladas de sangre de C.muscu1inus,
que habian sido infectados con virus Junin, cepa XJC13(Alché y
Coto, 1988).

Anteriormente se ha señalado que la respuesta inmune humoral,
no fue capaz de neutralizar el virus del C.muscu1.inus.Esta
conclusión está complementadapor los experimentos realizados
con ciclofosfamida que fue administrada en concentraciones
suficientes para interferir con la sintesis de anticuerpos en
los C.muscu1.inus.Se verificó que no se modifica el curso de la
infección tanto en cricétidos adultos como en lactantes,
demostrando que los anticuerpos neutralizantes carecerfan de
importancia comomecanismo humoral de defensa (Coulombié y Coto,
1985).

Comoya describimos los C.muscu1.inusneonatos son sensibles a
la inoculación de virus Junin, cepa XJCl3 por via ip, pero a
medida que aumenta la edad del animal, se observa una mayor
resistencia a la infección. Este proceso concluye a los 15 dias
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de vida, edad en la cual los cricétidos son completamente
resistentes a la inoculación por via ip de XJC13(Coulombié et
al., 1986b).

Se observó que el virus Junin replica eficazmente en
macrófagos peritoneales, de C.muscu11'nusadultos y neonatos. Esta
situación no permitía explicar si el macrófago estaba
involucrado en la resistencia edad-dependiente observada en los
roedores.

Los estudios realizados empleando silica, agente
relativamente tóxico para los macrófagos sugieren un diferente
comportamiento de los mismos, dependiendo de la edad del animal.
Los macrófagos peritoneales de C.muscu1.inusneonatos actuarian
probablemente comositio primario de multiplicación viral, en
cambiolos de los cricétidos adultos desempeñarian una actividad
antiviral extrinseca, evitando la replicación viral en otro tipo
celular susceptible y creando la barrera edad-dependiente
mencionada anteriormente (Coulombié et al., 1986b).

Se induce una infección persistente en Cmusculinusadultos con
la cepa XJCl3, cuando se emplea la via de infección in. En este
caso mueren aproximadamente el 50% de los animales inoculados
conm>consecuencia del desarrollo de una meningoencefalitis.
Todoslos cricétidos presentaron anticuerpos neutralizantes, aún
aquellos que evolucionaron sin signos de enfermedad. No se
observó eliminación de virus por fauces y orina (Laguens et al.,
1982a).

Estudios realizados establecen que se puede lograr transmitir
la infección horizontalmente pero no se pudo demostrar
transmisión vertical en este modelo, hasta ahora (Lampuri et
al., 1985)

1.4.2. Infección del C.muscu11'nuscon la cepa Cba An 9446 del
virus Junin.

La información obtenida con las cepas salvajes del virus
Junin, es menos abundante.



Sabattini et al. (1977) han demostrado que la infección
neonatal del ¿nun-uuu: con la cepa Cba An 9446 por via
intracerebral o intranasal, induce en el hospedador una
infección asintomática y persistente, acompañadade eliminación
de virus por orina y saliva asi comode viremia.

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

El 50%de los C.nuscu1inusadultos infectados con la cepa Cba
An9446por via intranasal desarrollaron persistencia viral con
presencia de virus en sangre, orina y saliva y se comprobóque
la sintesis de anticuerpos inmunofluorescentes fue nula o escasa
y tardía. (Sabattini et al., 1977; Martinez Peralta et al.,
1979; Vitullo, 1989). El resto de los animales inoculados
establecen una respuesta inmunocompetentecaracterizada por la
presencia de anticuerpos séricos inmunofluorescentes y
clarificación 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 replicación del virus Junin lo
constituyen las glándulas salivales del C.nuscu11'nus.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 comprobó que las
glándulas salivales contiene numerosasparticulas virales que
fueron visualizadas utilizando la técnica de microscopía
electrónica.

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

Estas observaciones previas fueron estudiadas en forma
exhaustiva por Vitullo (1989), quien realizó la cuantificación
de la transmisión vertical (post-natal) y horizontal del virus
Junin, Cba An 9446, utilizando el modelo matemático de FINE
(1975). El autor llegó a la conclusión que tanto la transmisión
vertical como la horizontal son insuficientes comomecanismos
únicos para mantener la asociación del virus Junin con
Cqu-ulinus y se logra la prevalencia en la naturaleza de dicha
asociación en base al equilibrio entre ambas formas de
transmisión.



2 - OBJ ETIVOS



OBJETIVOS.En virtud de las investigaciones realizadas
sabemos que el Calomysmasculinas es uno de los principales
eslabones en el ciclo de transmisión de la FHA.

Cuando el C.nuscu1inusneonato es inoculado experimentalmente
con la cepa XJC13de virus Junin, desarrolla una enfermedad que
cursa en dos fases: aguda y crónica.

Los objetivos de los estudios que se presentarán a
continuación fueron contribuir al conocimiento de la
hematologia, de variables de quimica clinica como glucemia y
uremia y del cuadro proteico del cricétido, en ambasfases de la
enfermedad.



3 - MATERIALES Y METODOS



3.1. Virus.

Virus Junin

La cepa XJCl3de virus Junin (Guerrero y Boxaca, 1980), fue propagada en cerebro de ratón blanco lactante.

El virus utilirado en este trabajo tenia 14 pasajes en dicho huésped, después de clonado, con titulo del 1,1

r 101 DLsolll para ratón blanco neonato, cepa 0F¡ (Im - Credo, Lyon, Francia )

3.2. Cultivo de Tejidos.

Seutilizó la linea continuaprovenientede riñónde Ionoverde africano, Cercogithecus ggtiogs

, deuoninada Vero. La linea fue lantenida por repiques selanales en ledio HE! (¡tedio Esencial Minilol en

solución salina balanceada de Earle, con glutalina y aeinoácidos no esenciales (Hedio sintético

GIBCO],supleIentado con St de suero de ternera (Si) GIBCOprevialente inactivado durante 30 Iin a 56 'C y

adicionado de 50 pg de gentasicina. Cuandolas células alcanraban la confluencia se las lantenia en 33 'C con

ledio basal de Eagle (HBE) en solución salina balanceada de Barle, con glutalina (Medio sintético GIBCO)

suplenentado con 2! ST GIBCOy 50 lla/Il de geutalicina.

Esta linea se utilizó para la titulación deVJa partir de los cerebros de C.nuscu1.inus infectados.

Para realizar la titulación se utilizó el létodo de unidades tornadoras de placas bajo agar (Danonte y Coto,

1974).

3.3. Anisales.

3.3.1. Calomzs masculinas.

La colonia de C.muscu11‘nus se originó a partir de unos cuantos ejelplares de CJusculinus

cedidos por la Dra. H.S.Sabattini. Se realizaron estudios nortonótricos y citogenéticos para caracterizarlos

(D'Aitolo y et at., 1981).

Los C.muscu1.inus son criados en el bioterio de la Cátedra de Virología de la Facultad de Ciencias

Exactas y Iaturales (UBA).Se siguen las norlas para roedores utilizados en el bioterio de Parlacoloqia,

Brolatologia . Apartir de los anilales que le dieron origen, la colonia ha sido lantenida cerrada. Los

anilales que van a ser usados en el nanteniliento de la colonia se obtienen por aparealiento mnogáaico, en

casbio se utiliza el sistena de organización poligálico para los cricétidos que van a ser usados en diseños

experioentales. Se ha colprobado que el periodo de gestación en los C.muscu11'nuses de 20 a 21 dias y

que el tiespo óptilo para el destete de las crias oscila entre 21 - 23 dias de vida.



3.3.2. Ratones blancos:

OFl (IPPA - Credo, Lyon, Francia), se obtuvo de la colonia cerrada del bioterio de la Cátedra de
Virología de la facultad de Ciencias Exactas y Iaturales, 08A. Ratones de 2 - 3 días de edad se enplearon para

la preparación de stock de VJ.

3.3.3. Conejos Iev Island Hbite:

Se elplearon dos anieales de erocria de 1,5 - 2 kg de pesn, obtenidos de Bioterio Central de La Facultad

de Ciencias ¡rectas y Iatureles, una. Se utilizaron para obtener entisneros entiproteinas sdricas de
C.nusculinus

3.4. [reparación de los stocks de Virus Junin.

En cerebro de ratón lactante.

Se inocularon ratones elbinos de 24 bs de vida por vía ic con 101 0P? de virus Junin en 0,02 Il en PBS.

A los 1dias pi se sacrificaron los enilales y se cosecbaron los cerebros. Se preparó un boeogenato a1 100

(FIV) de cerebro de raton en PES isotdnico, PH: 7,4, conteniendo 10! de suero de ternera inactivado. El

boeoqenato se centrifngd a 10.000 s g durante 1 b e 4 'C y el sobrenadante se tracciond y se utilizó cono

fuente de virus, conservándoselo e 70 'C basta su uso.

3.5. ¿islaeiento 1 titulación de virus.

Los cerebros de C..uscu1.inu8 infectados con la cepa 1.1013de VJ fueron extraídos eetérileente. Para
poder realizar la pesquisa de virus se procesaron las nuestras obtenidas de la siguiente lanera: se eaceraron

los cerebros en ¡orteros estériles sobre bielo y se suspendieron el 100 (PIV) en PBS conteniendo suero de

ternera inactivado en concentración de 30 . Se procedió a centrifugar les suspensiones a 10.000 rg durante

45 ein a d ’C. Los sobrenadantes se conservaron a 70 'C basta su uso.

Los aislalientos virales ee realizaron inoculendo ratones elbinos de 24 - 40 bs de vida, por via ic con

0,02 el de la nuestra. Los enieales se controlaron durante 21 dias, registrandose la eorbilortalidad.

los eislaeientos fueron considerados positivos, cuando los ratones presentaban signos neurológicos

característicos de la encefalitis producidapor el virus Junin (leteralizacidn deearcba, parálisis y suerte).

Las titulaciones de virus se realizaron utilizando los siguientes eétodos:

3.5.a. Unidades foreadoras de placas bajo agar.

Se utilizó el edtodo de Daeonte y Coto (1974).



Se utilizaron Ionocapas de células Vero, cultivadas durante 24 hs en botellas de 15 I] de capacidad. Se

prepararon diluciones seriadas decilales del virus y se inoculó 0,2 ll de cada dilución por botella. Se dejó

absorber el virus durante una hora a 37 'C agitando suaveaente las botellas cada 15 ¡in aproxiladalente.

Luego se retiró el inóculo y se cubrieron cada una de las Ionocapae con 3 Il de nedio sólido nutritivo

colpuesto por partes iguales de una solución de agar al 2| en agua bidestilada 1 ¡EH en concentración doble,

con respecto a la usada habitualleute, suplelentado con tt de suero fetal bovino inactivado. Se dejó

soliditicar el ledio a telperatura albiente; posteriorlente las botellas se incubaron en torna invertida por

el tórlino de 7 dias e 37 'C. Al cabo de los cuales se procedió a revelar las placas de lisis para lo cual

las células fueron fijadas con torno] al 101 durante 30 Iin y luego se extrajo el agar. Unaver fijadas las

Ionocapas,se procedió a tedirlesagregando una solución de cristal violeta al is,que se Iantnvo durante 15

linutos. El exceso de colorante fue lavado con agua corriente dejando escurrir antes de contar las placas.

Se utilizaron dos botellas por dilución y los titulos se calcularon en base a la siguiente formula:

Titulo (UFP/al) I/VxD

siendo: I: núlero proaedio de placas
V: volulen de inóculo

D: dilución inoculada.

3.5.b. Dilucióu al punto final.

Se inocularon ratones blancos (CepaOil) de 24 - 48 bs, por via ic con 0,02 ll de diluciones de la nuestra
a titular, seriadas al décilo en PBS.

Se utilizaron lotes de 9 ratones por dilución. Estos anilales se observaron durante 21 dtas registrandose

la aparición de sintonatologta tipica producida por el virus Junin.

Los titulos se expresaron DL5.ÍII calculóndolo por el létodo estadístico de leed y Huencb(1938).

3.6. thención de nuestras de sangre.

3.6.1. C.nuscu11’nus sanos e infectados con 4.000 DLm/ll de virus Junin, cepa UCI] fueron sangrados a
través del plexo venoso retroorbitario. Los anilales no fueron aoestesiados para la obtención de sangre.

Para llevar acabo las valoraciones belatológicas, de glucelias v nrelias se extrajo sangre utilizando

capilares beparioizados.

El estudio proteico se realizó en sueros de C.nuscu11'nu3, obtenidos de la siguiente Ianera: las

nuestras sanguíneas se dejaron coagular a telperatura aabiente y luego se centrifugaron a 2500xg durante 15

sin. Los sueros ee fraccionaron y se conservaron a -20 'C basta su utilización.

3.6.2. l partir de nuestras de sangre venosa bulana norlal se obtuvieron los sueros correspondiente por el

procediliento lencionado anteriorlente. Estos sueros se allacenaron a -20 'C hasta su procesaiiento.



3.7. Qeterlipaciones henatológicgs.

Con las nuestras de sangre obtenidas se realizaron las deterlinaciones de : volunen globular, heloglobina

y recuento total y diferencial de leucocitos.

3.7.1. Eolplen glpbular : Se deterlinó Iodiante el Iétodo de Iicrohelatocrito. Se utilizaron tubos capilares

heparinizados para la obtención de las nuestras sanguíneas. Dichos capilares tueron centritugados durante 5

¡in a 12.000 rpl en una Iicrocentrifuga. La relación porcentual entre el volulen de eritrocitos y el volunen

total se lidió ¡odiante un ábaco (Dacie y Levis, 1970) .

3.7.2. neloglobina : Se detersiuó utilizando el eótodo colorilétrico de la cianletaheeoglobina (Drabtin y

lustin, 1932). Se utilizó un volunen de sangre de 0,02 el cada 5 ll de reactivo de Drahklin. Be nidió la

densidad óptica a 540 nn.

3.7.3. Recuentototal de leucocitos: Se efectuó por létodo visual, utilisando 1a cálara de cuentaglóhulos de

leubauer. Las nuestras de sangre fueron diluidas en tubo en 1a proporción de 1:20. El liquido diluyente usado

fue ac acético al 2d, coloreado débillente con violeta de genciana (Dacie y Levis, 1970).

En el recuento diferencial de leucocitos se utilizó la coloración de lay Grinvald - Giensa para teñir los

extendidos de sangre. Se contaron 200 eleeeutos eu cada extensión de sangre (Dacie y Levis, 1970).

3.8. Deterlinaciones de glucelias y urelias.

Los cricótidos sanos e infectados fueron sangrados después de tres hs de ayuno, utilizando capilares

heparinizados. Se separó el plasna por ceutrifugecidn a 12.000 rpl, durante cinco sin en una Iicrocentrituga.

Los dosajes de glucelias y de urenias se realizaron usando equipos de reactivos colerciales (Hiener,

Lab.).

Se deterlinó el nivel de glucosa en el plasla de cada anilal usando el létodo enzilatico de glucosa

oxidasa-peroxidasa, colorilótrico (Henry, 1969). Las lecturas espectrofotolótricas se realizaron a 505 nl.

Se dosó la concentración plaslática de la urea aplicando el Iétodo enzilático especifico que utiliza

ureasa. Los productos de degradación de la urea fueron cedidos colorilétricacente (azul de indofeuol)

(Stergerlann y Loeschecte, 1962). Las densidades ópticas se Iidieron a una longitud de onda de 540 ne.

3.9. Deterlinaciones de proteinas séricas totales.

Las proteinas totales se deterlinaron en sueros provenientes de C.IUBCUIÍDIIB sanos e infectados con

la cepa XJCIJ de VJ. Los cricótidos fueron sangrados después de 3 ns de ayuno. tanbien fueron valorados sueros



hulanos norlales, obtenidos después de 12 hs de ayuno.

Para la valoración sérica de las proteinas totales se utilizó el létodo de Lovry et al (1951). La curva

de calibración se realizó espleaudo alhdlina bovina, ¡arca colercial 30H.
Las lecturas espectrototoaétricas se realizaron a 660 DI.

3.10. Eraccionaliento de proteinas séricae

Los sueros cuyas proteinas totales se valoraron cuantitativasente, fueron sonetidos a fraccionalientos
electroforéticos.

3.10.a. zu acetato de celulosa gelificado.

Para realizar este fraccionasiento proteico se utilizaron tiras de acetato de celulosa (lohu, 1957)

gelificado, colercializado coso Cellogel (Cheaetron, Milano) de 2,5 r 17 cz; solución reguladora de alta

resolución: IRIS 0.116H, gliciua 0,301H,acido salicílico 0,0036! (PH:B,6); una cuba de electroforesis y una

fuente de poder estabilizada.

Se selbraron 1,5 pl de cada suero, coloreado con azul bronofenol. Las separaciones electroforéticas se

realizaron durante 30 nin, utilizando una intensidad de corriente eléctrica de 3 ¡Altira y una diferencia de

potencial no ¡ayor de 200 V.

las diferentes bandas proteicas fueron tedidas con solución colorante negro anido 103 0,10 eu solución

de (V/V) ¡etanolz dcido acético: agua, 15:10:45, solución lavadora, se descoloraron con la Iiaaa solución

lavadora. Posteriorlente, las tiras de acetato de celulosa se transparentizaron sulergiéndola: prilero en

¡etanol puro y luego en una solución de (FIV) ¡etanolz ácido acético: glicerol (06:14:1l.

Se efectuó el trazado densitolétrico de las diferentes bandasproteicas utilizando un densitóletro ¡arca
colercial METROLAB..

3.10.b. Zngel de poliacrilalida eu placa vertical.

Se utilizó el sistela discontinuo en gel poliacrilalida descripto por Laellli (1970) para realizar

el fraccionaliento proteico.

Cada placa utilizada estaba foraada por un gel espaciador con la siguiente cosposición (FIV) : 3,01 de

acrilalida, 0,101 de l,l' letilen-his-acrilalida, 0,101 de persulfato de asonio, 0,0311 de

I,l,l',l'tetrasetil-1:2 - dialino etano (TEHED) en solución alortiguadora THIS-CIB0,495! (PH 6,0)

y por un gel separador cospuesto por (P/V): 1,21 de acrilalida, 0,195 de l,l'

setileu-bis-acrilalida , 0,0361 de persulfato de alouio, 0,0311 de IEMEDen solución alortiguadora IRIS-CH

3,0 H (PH:8,8).

En cada calle del gel se sesnró una nuestra de suero, preparado de la siguiente sanera : 4 pl de suero

+ 2 pl de azul de brosofenol, 0,11 en etanol e 5 pl de sacarosa 501.

Se aplicó un voltaje de 140 V. durante 5 hs usandose coso solución reguladora de la separación



electroforótica TRIS-ClH0,0247K, glicina 0,192 H (PH: 0,3).

El gel se tidó con arul brillante de Coonasie R250 0,10 en solución de (VIV) ¡etanol : agua: ácido

acótico (50:30:12) y se decoloró con ócido acético al 101.

1) Acetato de celulosa
3.10.c. En dos pasos ¡ucesivoe

2) Gel de poliacrilaaida

Se ilplelentó la siguiente tócnica: separación de las proteinas séricas en acetato de celulosa y a

continuación las bandas proteicas obtenidas en el soporte ¡encionado fueron traccionadas en una placa

de gel de poliacrilalida.

1) separación en acetato de celulosa gelitigado.

Se aoabraron tres veces consecutivas, en el lislo lugar, 3 pl de suero coloreado con azul de brolotenol,

dejando secar el soporte entre las sucesivas sielbras.

Se realizó la reparación electroforótica en las condiciones descriptas anteriorleate para el
traccionaaiento en acetato de celulosa.

Unavez finalizada la separación proteica, se cortó la tira de acetato de celulosa por la aitad en sentido

longitudinal del traccionaaionto proteico. Unade las partes en gue se dividió el soporta se colocó en calara

húaeda y la otra porción de la tira se tiñó con solución de legro nido 100 0,11 en solución lavadora. [Ina

urfinünhelmmnohthdflylufim n uuu» uhsflnsdeauum ucflumantmn
tal que se pudo inferir la presencia de las bandas proteicas del acetato de celulosa no tenidas, por

colparación visual. De la tira no coloreada se cortaron trozos de acetato de celulosa de aproxiladalente

0,5 a 1 ca en las sonas en gue se encontraban las distintas bandas proteicas. Los trozos de acetato

de celulosa se seahraron en el gel espaciador de una placa horizontal de poliacrilaaida.

4 al de suero total se elbehieron en un pedazo de acetato de celulosa de 0,5 r 1 ca y se selhró de

idéntica Ianera que los delas en gel.

2) Gel de poliacrilalida en placa horizontal.

gel espaciador: 3,8! de acrilaaida

gel de poliacrilalida | gel separador: 7,21 de acrilalida

La colposición del gel, las soluciones reguladoras y el proceso de tinción son los lisaos que se

describieron previalente para la placa de poliacrilanida vertical.

Preparación de la placa de gel de poliacrilalida

Se utiliaaron dos laainas de vidrio de 16 r 13 Cl. l una de ellas se adhirió nn trozo de celoián

hidrófilo hidratado de 10 r 15 ca bien tensado. Entre aahas placas de vidrio se colocaron tres separadores

plásticos de 1 ll de espesor por 1 ca de ancho.



Los separadores se colocaron en torna tal que encuadrarou un espacio de 10 x 10 ca. Una ver acosodado

y prensado todo el dispositivo, se procedió a sellar las ldninas de vidrio con agar al 2‘. El soporte arnado

se colocó verticalneute, de nodo que quedó el lado sin sellar bacia arriba. Se volcó dentro la solución

polinerisaute del gel separador hasta que alcanzó una altura de 7 ca. Se dejó polinerisar (aproriladalente

una bora), luego se agregó la solución correspondiente al gel espaciador hasta que alcausó una altura de

2 cs. A los 40 - 45 nin se obtuvo uu gel de aproxinadaaente 10 a 9 cn (gel espaciador: 2 cn - gel separador:

l cn).

Se guardó la placa de poliacrilalida contenida entre las dos lalinas de vidrio, en cásara bdneda durante

24 bs.

Se renovió el vidrio superior, colocandouna espátula entre albas placas de vidrio v se recortó y retiró

el celofán con el gel adherido.

la placa de poliacrilaaida junto con el papel celoián, se apoyaron eu un soporte sólido, colocado

boriaoutalsente entre anbos separadores de los conpartinientos anódico y catódico de una cuba de

electroforesis estándar. Se utilizó papel secante cono puente entre el gel r la solución reguladora.

El traccionaniento proteico se realizó durante 2 bs, aplicando una intensidad de corriente de 20 ¡A y una

diferencia de potencial de 200 V.

la separación electroforética se interrulpió 1 bora después de iniciada, por uu tienpo nluílo, para

retirar los trozos de acetato de celulosa del gel.

3.11. Obtenciónde anti sueros: suero de conejo. autisuero de Calama maculinus.

Se inocularon dos conejos lea Zeland ïbite, con una aezcla de sueros provenientes de 20 cricétidos adultos

(nacbos y benbras) por vla intra-nuscular. Uno de los conejos fue inoculado con suero total de

C..uscu1ínus (conejo ¡9151, sacbo) y el otro con la tracción del suero de C..uscu11'nus que se

obtiene, después de precipitarlo dos veces con sulfato de anonio al 50‘ (conejo IQ 167, belbra).

3.11.a. Hátodousadopara la precipitación del suero de Calang Iusculínus con sulfiato de anouio.

Se trabajó con laterial de vidrio estéril, cuidandode santeuer la esterilidad eu cada paso realizado.



S ll da auaro de ¿masculinas + 5 ll de 804m”: al 50‘ (P/V)

Agregar el 604llH )2 gota a
gota, con agitacidn.
Bajar toda la aocha
agitando.

Centrifugar 15 ain a 3.000 rpa

r
Precipitado Sobrenadante

l

Disolver an 5 al de agua destilada

J

Agregar 5 al de SO¿(IB¿) al 501
gota a gota. Dejar toda ía noche agitando.

l

Centrifngar 15 lia a 3.000 rpa.

J

Disolver en 2,5 a1 de agua destilada

l

Dializar contra solución iiaiológdca
hasta lihra de 80"

l

Centrifugar 10 Iin a 2.500 rpa.
Deacartar el precipitado

l

Centrifugar 45 ain a 10.000 rpa.

J

Praccionar y guardar a -20 'c

_ 3;3 _



l.11.b. Preparación del inóculo.

Se inocularon los antígenos (suero total de C.nuscu1inusy suero fraccionado con 804mm al 501
según se detalla a continuación: el antígeno se diluyó llí con solución fisiológica estéril. 0,5 al deesta

dilución se elulsionaron muybien con 0,5 nl de adyuvante íncoapleto de Freund (¡arca comercial BACTO).

3.11.c. Esguena de la inoculación realizada.

Los conejos fueron inoculados por via intra-nuscular (i l ) a intervalos de 10-12 dias durante tres neses.

Se utilizó antígeno total para inocular el conejo ¡9151 y antígeno fraccionado, para el conejo ¡9167.

Luego de siete inoculaciones, se llevó a cabo una sangría exploratoria, por punción en la vena larginal

de la oreja.

Se obtuvo un título de 1/32 en el suero del conejo ¡9157 y de 1/4 en el suero del conejo ¡9167, valorados

por el Iétodo de Oucbterlony (1961L

Los conejos fueron reestilulados nuevamentepor via i l, utilizando el lislo antígeno y dosis para cada

uno de ellos.

Después de 10 días fueron sangrados por punción cardíaca. La sangre extraída se fraccionó en tubos cónicos

estériles, los cuales fueron taponados y colocados en un baño de agua a 31 ’C, durante 4 hs. Luego se

centrifugaron a 2.500 r g durante 30 Iin. El suero así obtenido se traccionó estérilaente y se conservó a -20
'C.

3.12. Innunoelectrotoresis en gel de agar

Se utilizó el Iétodo descripto por Grabar y Hillials (1953), adaptado COIOnicronétodo por Scbeidegger

(1955), ¡edificado, para realizar las innunoelectrotoresis de sueros provenientes de (¿masculinas

sanos e infectados con la Cepa lJCll de VJ.
Cono soporte se utilizaron porta objetos de 75 x 25 no. cubiertos con una película seca de agar base 0,51

en agua destilada. Sobre los IisIos se colocaron aproxiladalente í ¡l de agar (Ioble Especial de Difco

Laboratories) 1,51 en solución reguladora de alta resolución: THIS 0,116H, glicina 0,301H, ácido

salicílico 0,0036H(pH:B,6).

En el gel de agar que cubría cada porta objeto, se cortó una canaleta longitudinal central de 2 ns

de ancho y 65 nn de longitud.

A cada lado de la lisna se hicieron dos orificios de 1 In de diáletro ubicados en el centro del

porta objeto y una distancia de 5 ¡a del borde externo de la canaleta central. En cada orificio se senbraron

5 pl de nuestra de suero, coloreado con azul de broaofenol 0,51 en etanol.

La separación electroforética se realizó durante una bora, aplicando una intensidad de corriente

de 5 ¡1 por porta objeto y un voltaje no superior a 200 V; se utilizó solución reguladora de alta



resolución.

Pinalirada la separación electrofordtica, se retiró la porción de agar de la caualeta central y se

colocaron 80 gl de antisuero, antiproteinas sdricas de C.._uscu1.inus. Se colocaron los porta objetos

en cduara de huledad durante 24 hs. Luegose eluyerou las proteinas no precipitadas con solución de cloruro

de sodio 0,9! en agua, durante 72 hs, renovando la solución de lavado cada 24 hs.

Se secaron los geles de agar en estufa a 80 'C, durante 30 Iin y se tideron con solución Iegro leido

108 0,5! en solución de (VIP) ¡etanolz acido acético: agua (45:10:45). (solución lavadora). Se descoloraron

con la solución lavadora.

3.13. Disedogrperileutal.

Se inocularon gruposde ¿masculinas de dos a cuatro dias de edadpor via intraperitoneal (ip),

con 4.000 DLso/ll de virus Junin, cepa XJCl,
Estos anilales y sus controles fueron agrupados de 1a siguiente Iauera:

GRUPO I

Constitnido por 243 anilales inoculados, 86 aniaales fueron sacrificados a los 2-2-5-5-4-1-1-10

-1-2-1-1-2-1-3-1-3-1-1-2-4-1-2-2-4-1-3-2-1-2-2-1-1-4-2-1-1-1-2diaspost intecciónpara realizar la titulación

de virus presente en el cerebro. El ndaero de auilales sacrificados eu cada uno de los dias sancionados fue:

2-2-5-5-4-1-1-10-1-2-1-1-2-1-3-1-3-1-1-2-4-1-2-2-4-1-3-2-1-1-2-1-1-4-2 -1-1-1-2.

ERUPO II

Coustituido por 190 anilales inoculados. Fueron sangrados a los 6-8-11-12-13-14-15-16-17-18-19­

20-21-22-23-24 dias post infección (dpi).

En las 83 nuestras de sangre obtenidas se realizaron las deterlinaciones heaatoldgicas. El uúaero de

nuestras obtenidas en cada uno de los dias ¡eucionados fue 4-3-2-5-12-6-2-2-8-9-11 -1-6-3-3-6.

GRUPO III

Control del grupo II, constituido por 12 anilales sanos.

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

En las 60 nuestras obtenidas se realizaron las deterlinaciones heeatológicas. El núaero de nuestras

analizadas en cada uno de los dias lenciouados fue: 3-2-8-3-6-6-2-6-9-5-7-3.

GRUPO IU

Constituido por 95 anilales inoculados. Fueron sangrados a los 10-13-14-18-23-28 dpi. En las nuestras

de sangre se doeó el nivel de glucosa v de urea.



Sincelins: Se procesaron 47 nuestras de sangre. El ndlero de deterlinaciones realizadas en cada uno de los

dias post-infección fue : 3-9-1-5-12-5.

grggias: Se procesaron 36 nuestras sanguíneas. El ndnero de doterlinaciones realizadas en cada uno de los

dpi sancionados tuo 4-5-6-7-1-7.

(¿HM

Control del grupo IV. Constituido por 68 anilales sanos.

Fueron sangrados a los 13-15-17-21-27-31 dias de vida. Las nuestras sanguíneas se utilizaron para

detorsinar glucelias y urelias.

Glucelias: Se procesaron 61 nuestras sanguíneas. La cantidad de deterlinaciones realizadas en cada uno de

los dias citados fue: 3- 12-10-10-13-8.

Urelias: Se analizaron 34 nuestras de sangre. La cantidad de deterlinaciones realizadas en cada uno de los

dias citados fue: 3-6-6-6-7-6.

GRUP VI

Constitnido por 254 aniuales inoculados. En las nuestras sanguíneas provenientes de estos unilales se

realizaron detorlinaciones besatoldgicas, de qlucalias y de nreiias.

Valoraciones belatoldgicas:

Los anilales fueron sangrados a los 38-42-45-89-37-116-123-126-130-138-139-158-172-130-186-196-217­

225-236-243-244-269-287-288-315-442-443-493-497-536-512 dpi.

Se obtuvieron Bi nuestras sanguíneas.

La cantidad de deterlinaciones realizadas en cada uno de los dias citados fue: 1-4-4-6-4-2-3-3-3-4-1

-1-1-1-5-5-4-1-1-7-2-1-1-1-1-3-1-1-4-3-5.

Glucolias: Los anilales fueron sangrados a los 43-48-56-61 dpi.

Se obtuvieron 20 nuestras de sangre. La cantidad de daterlinaciones en cada uno de los dias lencionados

fue : 6-4-5-5.

Urelias: Los anilales fueron sangrados a los 33-40-46-50-55-66 dpi. Se obtuvieron 36 nuestras de sangre.

La cantidad de deterlinaciones realizadas en cada uno de los dias lencionados fue: 4-8-6-7-5-6.

GRUPO VII

Control del grupo VI. Constituido por 158 anilales sanos.

tn las nuestras sanguíneas se realizaron detorlinaciones belatoldgicas de qlucenias y de urelias.

Valoraciones belatoldgicas. Los anilales fueron sangrados a los 40-48-56-63-84-103-120-126-128-150-171­

230-270-276-312-338-515 dias de vida. Se obtuvieron 95 nuestras sanguíneas. El núlero de deterlinaciones

belatoldqicas en cada uno de los dias lencionados fue : 3-4-6-4-3-4-1-7-19-3-6-7-4-3-1-5-5.

Gluceiias: Los anilales fueron sangrados a los 45-50-58-63 dias de vida. Se obtuvieron 18 nuestras de

sangre. El núlero de deterlinaciones en cada uno de los dias sancionados fue : 5-4-4-5.

Ureuias: Los anilales fueron sangrados a ios 35-42-48-52-57-68 dias de vida.

Se obtuvieron 35 nuestras de sangre. En las cuales se realiaaron deterlinaciones de urea. El núnero de

deterlinaciones en cada uno de los dias lencionados fue : 6-6-5-5-3-5.



EEGPO VLII

Constitnido por 65 anilales inoculados. Fueron sangrados a los 15-18-20-21-22 dpi. Se obtuvieron 22

nuestras sanguíneas an las cuales se valoraron las proteinas totales y se realizó el fraccionaliento proteico

utilizando COIOsoporte acetato de celulosa geliticado. La cantidad de deterlinaciones realizadas

an cada uno de los dias citados fue: 8-4-4-2-4.

GRUPO Il

Control del grupo VIII. Constituido por 36 anilales sanos.

Fueron aangrados a los 17-18-21-25-30 dias de vida.

Se obtuvieron 23 nuestras sanguíneas de las cuales se valoraron las proteínas totales y se realizo el

traccionalianto proteico on acetato de celulosa. La cantidad de daterlinacíones realizadas en cada uno de

los dias citados los: 3-3-3-4-10.

GRUPO l

Constítnido por 75 anilales inoculados. Se obtuvieron 41 nuestras sanguíneas que se utilizaron para

valorar las proteinas totales y realiaar el fraccionaliento de las proteinas séricas en gel depoliacrilalida.

Los anilales fueron sangrados a los 15-18-19-21-23-45-55-60-70-90 dpi. El ndlero da nuestras procesadas

en cada uno de los dias sancionados fue 4-5-4-3-4-5-5-6-5-6 raspactivaaante.

GRUPO XI

Control del grupo X, constituido por 38 aniaales sanos. 18 cricétidos fueron inoculados a los 2-4 dias

de vida con 0,02 al de una solución 10d PIV de un boaoganoíaado de cerebro de ratón blanco lactante norlal

(CRBI,control Il y los 20 cricétidos restantes se utilizaron COIOcontroles sanos (control II).

Los anilales controles I y Il fueron sangrados a los 17-21-23-26-27-30-35-45-48-58-62-72-100 dias de vida.

El número de nuestras sanguíneas obtenidas on cada uno de los dlas nencionados fue:

Control I: 2-2-3-2-3-1-1-1-2-2-3-2. total 24 nuestras sanguíneas.

Control II: 3-2-2-3-2-1-1-1-2-3-3-4. total 27 nuestras de sangre.

GRUPO XII

Constituido por 132 anilales inoculados. Se obtuvieron 19 nuestras sanguíneas cuyas proteinas sérícas

totales fueron valoradas y en las ¡islas nuestras se realiró el estudio inluaoelectroforético. Los anilales

fueron sangrados a los 10-16-19-21-31-38-41-69-71-76 dpi. La cantidad de deterninaciones realizadas en cada

uno de los dias citados fue: 5-7-7-11-4-1-4-3-4-3.

GEUPOLIII:

Control del grupo XII. Constituido por 27 anilales sanos. 15 cricétidos fueron inoculados a los 2-4 dias

de vida con 0,02 ll de una solución (PIV) 10d de un bologoueirado de cerebro de ratón blanco norlal (CEEI,

_ 3'7 _



Control I) y los 12 cricdtidos restantes se utilizaron COIOcontrol sano (control II).

Se obtuvieron 20 nuestras sanguíneas del control I, en los dias 15-20-25-34-46 de vida. La cantidad de

nuestras obtenidas en cada dia fue: 6-4-1-4-5. .

Se procesaron 21 nuestras sanguíneas del control II, que fueron obtenidas en los dias 17-18-21-25-73-78

de vida. La cantidad de nuestras obtenidas en cada dia citado fue 3-3-3-4-3-5.

Las nuestras provenientes de los controles I y II se utilizaron para realizar las valoraciones de las

proteinas totales y el estudio inlunoelectroforetico de las Iisnas.

Los anilales inoculados en el eolento de telar las nuestras presentaron en algunos casos signos evidentes

de enferledad, lientras que otros aparentaban estar sanos.

Los datos de los valores belatológicos, de gluceaias, de nreaias y de proteinas séricas proveniente: de

los anilales inoculados a los 2-4 dias de edad, fueron coaparadoscon sus controles correspondientes teniendo

en cuenta la edad del aniaal en el lonento de la obtención de la nuestra.

3.14. netodos estadísticos.

Estudio de la distribución para cada una de las variables.

Estudio de en ajuste a la distribución noraal. Análisis de la varianza de nn factor aplicado a los datos

belatológicos, a los valores de glnceaias, de nreaias y de proteinas provenientes de anilales infectados y

sus respectivos controles.

Técnicanoparalétrica o de distribución libre (percentilcs) aplicada a la relación linfocitos/neutrófilos

(LI!) de anilalee sanos para establecer el intervalo de referencia (Ircc, 1988).



4 - RESULTADOS



4 .1 . VALORACIONEB HEMBTOLOGICAB EN Calmyn nusculinus NORMALES.

Se estudiaron los parámetros hematológicos de C.nu5cu11'nus
sanos, cuyas edades variaron entre 9 y 575 dias.

Debimosanalizar animales normales porque necesitábamos tener
valores de referencia que fueran comparables con los obtenidos
bajo el efecto de la infección viral. Cuando comenzamosla
investigación no habia bibliografia respecto a los valores
hematológicos normales.

Establecimos comolimite 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 hematológica entre animales sanos e
infectados en etapas más tempranas y nos resultaba muy
dificultoso manipular animales tan pequeños para realizar la
punción retroocular.

Comoel virus Junin establece infección persistente en el
CJusculinus (Laguens et al., 1982b), decidimos estudiar este
modelo experimental hasta el año y medio de vida
aproximadamente, para poder relacionar los parámetros
hematológicos con la evolución de la infectividad viral
previamente descripta (Lampuri, 1984).

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

4.2. DETERMINACION DEL VOLUMEN GLOBULAR.

Se eligió el volumen globular para realizar las pruebas
estadisticas porque es la valoración hematológica determinada
con mayor exactitud por muestra metodologia de trabajo.

Se estudió la determinación del volumenglobular en animales
sanos, cuyas edades variaron entre 9Ay 575 dias. Se presentan
los datos hallados experimentalmente.
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CUADRO HQ 2

Edad VARIABLE — VOLUMEN GLOBULAR n Y B
dias

9 43-46-44 3 44,3 1,52
11 43-45 2 44,0 1,41
14 46-40-42-44-43-45-46-45 8 43,8 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 44,1 5,67
20 50-47-47-47-43-41-44-47—44 9 45,5 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 49,3 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 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 47,5 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



gomentarios de los resultados del cuadro nQ 2.

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

4.2.1. Qistribución de frecuencias de los datgs hallados.

Agrupamiento en glases.

Se realizó el estudio de la distribución de la variable, para
decidir si los datos del volumenglobular obtenidos de animales
sanos ( edad entre 9 y 575 dias ) corresponden a única
población. Para llevar a cabo el mismo se ordenaron los datos
por orden de magnitud. Se eligió 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 ubicó la frecuencia (f) de
cada valor. Cadaclase quedó identificada por la marca de clase
o sea, por punto medio del intervalo correspondiente. La
frecuencia acumulada (IW de cada marca de clase se obtuvo
sumandolas f de los intervalos anteriores.

El agrupamiento en clases realizado con los datos del volumen
globular se presenta en el cuadro N9 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 representación gráfica de la distribución de frecuencias
realizada se muestra en la figura N91, donde hemos representado
el histograma y el poligono de frecuencia de los datos.
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En la figura n91 se ha representado la distribución de frecuencias obtenida con todos los datos de 1a

deterlinación del volulen qlobular, agrupadas en 10 clases de intervalo: 2,2 unidades .

El eje de las abscisas nuestra las ¡arcas de clase para la distribución de frecuencias agrupadas.



La observación del histograma ( fig. NQ 1
existencia de una distribución multimodal, que en este caso se
debe al hecho de no haberse considerado una partición por edad.

Decidimos dividir la población 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 NQ2).

CUADRO NQ 4

sugiere

Primer periodo: 9 - 30 dias de edadl datgs agrupados

T y s corresponden a los datos obtenidos en el periodo 9-30 dias de edad.

Intervalo mi y fi F

[33,5-30,5] 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

Y = 43,4%

s = 3,37%



Los datos agrupados según el cuadro NQ4 están representados
en la figura NQ2.

flistggggma z Eoligono ge fgecugngias paga gl
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El histograma y el poligono de frecuencias obtenido con los
datos agrupados en el cuadro N9 4, muestran una forma de
distribución normal.
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Para el segundo periodo se realiza el mismoprocedimiento que
para el primero, para calcular la distribución de frecuencias y
su representación gráfica.

CUADRO NQ 5

Intervalo 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] 49,5 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

Y = 49,1%

s = 2,65%

ï y S corresponden a los datos obtenidos en el período 40 - 160 dias de edad.

Los datos agrupados según el cuadro NQ5 están representados
en la figura N9 3.
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El histograma y' el poligono de frecuencias obtenidos al
graficar los datos agrupados del cuadro NQ 5, muestran una
distribución normal.

En los dos primeros grupos (Cuadros 4 y 5 y figuras 2 y 3),
se estudió la normalidad aplicando el método de Probits (Sokal
y Rohlf, 1969) y se concluyó que existe un buen ajuste a la
distribución normal en amboscasos.
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CUADRO NQ 6

Intervalo mi fi F

[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 3o

[50,5-52,5] 51,5 1 31

X = 46,3%

m || 2,70%

X y 8 corresponden a los datos obtenidos en el período 170 - 575 días de édad.



Histoqrgma 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 N96, muestran una distribución
normal.

Para el tercer periodo (cuadro N9 6, figura NQ4) también se
estudió su distribución comprobandose la normalidad por el
método de Rankits (Sokal y Rohlf, 1969), debido a que se dispone
de pocos datos. En este caso también se observó un buen ajuste
a la distribución normal.

Mediante el test de Barlet (Sokal y Rohlf, 1969), comprobamos
que existe homogeneidadentre las varianzas de los tres grupos.
El cumplimientode este requisito es necesario para continuar el
estudio utilizando el métodode análisis de la varianza.
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Para decidir si efectivamente la separación en grupos fue
adecuada y comprobar la existencia de diferencias entre las
medias de los tres grupos, se aplicó, como hemos mencionado, un
analisis de la varianza.

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

4.3. VALORES HEHATOLOGICOSDE Calamys nuseulínus N0 INFECTADOS
OBTENIDOS DURANTE EL PERIODO 9 - 575 DIAS DE VIDA.

Los datos hematológicos fueron agrupados en base a los
resultados obtenidos del estudio estadístico realizado a la
determinación del volumen globular. Los mismos indican que es
adecuadodividir la población en 3 grupos etarios: 9-30; 40-160;
170-575 dias. (cuadro NQ7).



Valores hgmatológicos de Calo." nusgulinusno infectados
19-575 dias de edad)

CUADRO N9'7

PERIODO PERIODO PERIODO
9-30 dias 40-160 dias 170-575 dias
de edad de edad de edad

¡3-30 variable IQ de variable IQ de variable

roedo- roedo- roado­

IES F tes IES

Volumen 58 43,4‘ 63 49,1 31 46,3
globularis 34-50‘ 41-55 41-50

Hemoglobina se 042 55 930 30 Lu
mmol/L 6,20-9,92 Mii-11,80 8,06-10,23

Leucocitos 55 ' 4,10 60 0,30 24 4,10
x 109/1 1,501,00 2,50-13,00 1,500.00

Neutrófilos% 60 ZLM 64 HJU 31 1L“
8,50-38,50 8,00-33,00 8,50-35,00

LinfOCitOS% 60 W,W 64 amm 31 74J0
60,50-90,50 55,50-91,50 58,00-88,00

Eosinófilos 8 60 1J9 64 3J0 31 4A
0-6,50 0-11,00 0,5-13,5

Honocitos % 60 0,37 64 0,68 > 31 1,10
0-2,50 0-3,00 0-3,5

Basófilos % 60 0 64 0 31 0

a) Valores Iedios ( I ) obtenidos de cada variable.

b) Rango de la variable.



Observando los datos presentados en el cuadro NQ7, concluimos
que los cricétidos del primer periodo (9 —30 dias de edad)
poseen los valores medios ( X') más bajos en las determinaciones
de volumen globular, hemoglobina y recuento de leucocitos. Los
máximosvalores medios se alcanzan en el periodo 40 - 160 dias
de vida y luego estos declinan conforme avanza 1a edad del
animal (3er. periodo).

Valores hematológicos registrados en otros roedores (Finch y
Foster, 1973; Weisse et al., 1974; Frith et al., 1980; Leonard
y Ruben, 1986), también muestran variaciones con la edad. Una
vez establecidos los grupos etarios para los valores de
referencia de las determinaciones hematológicas en nuestra
colonia de CJusculinus, comenzamoscon el estudio del efecto de
la infección experimental con virus Junin, Cepa XJClr

4.4 HEMATOLOGIADEL Calonys masculinas INFECTADO.

4.4.1 Evolución de la infección.

La infección experimental del Calanysmasculinas con la cepa
atenuada XJC13produce una respuesta variable según la edad del
animal. Asi los cricétidos perinatalmente infectados desarrollan
una enfermedad que cursa en dos etapas, una aguda y otra crónica
que han sido caracterizadas por distintos investigadores
(Lampuri et al., 1982; Laguens et al., 1982 b; Lampuri, 1984;
Alché et al., 1985; Coulombiéet al., 1986).

En la figura N9 5 se muestran los resultados que obtuvimos
cuando se realizó la búsqueda de virus en los cerebros de
cricétidos inoculados perinatalmente con virus Junin Y
sacrificados a distintos dias pi.

Los datos graficados en la figura NQ5 se obtuvieron a partir
de cricétidos neonatos, inoculados con 4000 DLw/ml
de virus Junin, Cepa XJC13 por via ip (grupo I). Los animales
fueron sacrificados desde el dia 2 hasta el dia 350 pi.

Acausa de la infección inducida experimentalmente, se produce



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

Al 69 dia se encuentran titulos significativos de virus,
mientras que los titulos máximos cercanos de 108 DLSMnLse
alcanzan a los 11 dias pi A partir de ese dia se observa una
declinación en los titulos, sin embargoa los 28 dpi, dos de los
tres animales sacrificados muestran alto titulo, indicando el
establecimiento del estado crónico.

Sedetectó 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 p i (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 anatomopatológicos
(Lampuri, 1984) muestran que el periodo agudo de la enfermedad,
en el que se produce activa multiplicación viral, ocurre entre
69 y 249 dia pi.

Cabeseñalar quese encontraron titulos 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 la infección sobre los parámetrosmmm.W.
De acuerdo con los resultados obtenidos con los animales

sanos, se trabajó con los roedores en el periodo 9 - 30 dias,
inoculándolos a los 2 - 4 dias de vida. Este periodo coincide
con la etapa aguda de la enfermedad.

Los resultados se obtuvieron utilizando los animales del grupo
II. El cuadro NQ 8, muestra los valores medios (Y) de cada
parámetro hematológico estudiado, correspondiente al lote de
animales infectados y a su grupo control (grupo II). A su vez
están indicados los valores máximos y minimos de cada
determinación sanguínea encontrados tanto dentro de la población
normal comode la infectada.

Estos resultados muestran que el valor del volumen globular,
la concentración de la hemoglobinay los recuentos de leucocitos
y de eosinófilos son prácticamente idénticos para los dos grupos
de cricétidos estudiados. En cambiolos valores porcentuales de
linfocitos, neutrófilos y monocitosdifieren significativamente
de los controles correspondientes. El cálculo de los valores
absolutos de linfocitos, neutrófilos y monocitosprovenientes de
cada uno de los animales sanos e infectados y la comparación
estadistica señala la existencia de linfopenia, neutrofilia y de
moderada monocitosis.

Dadoque los valores medios de linfocitos y de neutrófilos son
indicativos de una tendencia pero no reflejan las variaciones
individuales de la población, en la fig. N9 6, se muestra la
relación linfocitos/neutrófilos (L/N) para los animales
infectados.

En la misma figura está representado el intervalo de
referencia de la relación L/N en la población normal que tiene
un valor de 11,220 —1,575 dentro del cual están comprendidos el
95%de los valores de referencia del indice 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
y a su vez neutrofilia.

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

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



CUADRO NQ 8

Valores hematológicos de Calomysmuscglinusinfectados y gontroles
Etapa aguda. jPeriodo 9 4 30 dias de edad)

CONTROLES“) INFECTADOSm D

IQ de variable ¡0 de variable
Cricétido Cricétido

Volumen 58 43,4' 69 44,0 NS
globuiare 34-50” 36-55

Hemoglobina 58 0,12 45 1,80 NS
mmol/L 6,20-9,92 6,20-10,23

Leuc citos 56 4,10 79 4,10 NS
x 10 /l 1,50-9,00 1,10-9,90

Neutrófilos% 60 21,40 83 34,10
0,50-30,50 9,50-80,50 P<0,01

Linfocitos’k 60 77,00 83 63,00 P<0,01
60,50-90,50 6,00-90,50

Eosinófilos % 60 1,19 83 1,61 NS
0-6,50 0-10,00

Monocitos % 60 0,31 83 1,30 040,01
0-2,50 0-4,50

Basófilos % 60 0 83 0

Neutfófilos 56 0,88 79 1,64 0,005(P<0,01
x 10 /l 0,12-3,42 0,08-6,63

Linfgacitos 56 3,13 79 2,34 P<0,001
x 10 /l 0,96-6,78 0,21-5,61

Mono itos 56 0,014 79 0,055 0,05(P<0,1
x 10 /l 0-0,]42 0-0,564

1 - Valores ledios m obtenidos de Calomys musculínus sanos, de 9 - 30 dias de edad.
2 - Valores ledios (Y) obtenidos de Calomys musculinusinfectados,durante el período 6 - 24 dpi

(9 - 20 días de edad).
- Valores ledios m obtenidos de cada variable.
- Rangode la variable.
- Diferencias entre anilales infectados y no infectados.

s - Diferencias no significativas.acera;
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4.4.3. Valoraciones hematológicas.

Etapa ganica.

Como se comentó anteriormente, en la figura NQ 5 se puede
observar que los titulos máximosde virus en cerebro (cercanos
a 108 DLW/ml) se encuentran el la etapa aguda ( 6 —24 dpi). En
la iniciación de la fase crónica comienzan a declinar los
titulos virales, los que se van estabilizando con el transcurso
del tiempo, oscilando alrededor de 10 DLw/ml.

Se halló virus en el 50% de los animales crónicamente
infectados. Este porcentaje es menor que el resgistrado en la
fase aguda (76%), donde 1a activa replicación viral alcanza sus
máximosniveles.

Nos interesaba conocer si la presencia del virus perturbaba
los valores hematológicos, pues hay que considerar que sólo el
50%de los animales están infectados.

Para realizar las determinaciones hematológicas del C.nuscu1inus
persistentemente infectado, utilizamos los animales del grupo
VI.

Agrupamos los datos obtenidos en los periodos 40 - 160 y 170 ­
575 dias de vida, según nuestros cálculos estadísticos.

En los cuadros 9 y 10 se presentan los valores hematológicos
obtenidos. Observamosque no existen diferencias significativas
entre valores provenientes de animales infectados y controles
(Grupo VII).

Para buscar una respuesta másexplicita sobre la acción de la
infección en la hematologia del C.nuscu1.inus,decidimos encarar un
experimento, donde además de las valoraciones hematológicas en
animales persistentemente infectados, también se llevará a cabo
la búsqueda de virus en el cerebro de los mismoanimales.

Los resultados hallados se encuentran en el cuadro N9 11
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CUADRO NQ 9

Valores hemagológigos de gala}! nuscu1¿'nus
QLQQisémenLginjectados y controles.(Periodo 40-160 dias de

edag)

CONTROLES“) INFECTADOS“) D

l9 de variable IQ de variable
Roedores Roedores

Volumen 63 49,1' 36 40,1 NS
giobulare 43-55' 42-60

Hemoglobina 55 9,36 33 9,53 NS
mmol/l 7,63-11,80 0,06-11,17

LeucPcitos 60 6,30 32 7,00 NS
10 /1 2,50-13,50 3,10-12,60

Neutrófilofl 64 15,60 36 14,50 NS
0,00-33,00 0,00-35,50

Linfocitofl 64 00,50 36 81,60 NS
55,50-91,50 63,00-91150

Eosinófilos % 64 3,10 36 3,10 NS
0-11,00 1,00-10,00

Monocitos % 64 0,60 36 0,66 NS
0-3,00 04,00

Basófilos 3 64 0 36 0 NS

Neut ófilos 59 1,00 32 .. 1,03 NS
x 10 /1 0,32-2,70 0,35-2,62

Linfáacitos 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 10 /1 0-0,1'I'I 0-0,260

- Valores ledios m obtenidosde Calama masculinas sanos, de 40 - 160días de vida.
- Valores ledios (I) obtenidos (le Calonys masculinas infectados,durante el periodo 36 - 158 dpi

( 40 - 160 dias de vida).
- Valores ledios m obtenidos de cada variable.
- Rango de la variable.
- Diferencias entre anilales infectados y no infectados.

S - Diferencias no significativas.



CUADRO NQ 10
V 1 s hem ol ' seu '

a ' e a . 4129:1999 129 - 525 digg Qe.
vigg) '

CONTROLES“, INFEc'rADos‘“ D

I9 de variable IQ de variable
Roedores Roedores

Volumen 31 46,3' 48 46,6 NS
globulare 41-50b 42-55

Hemoglobina 30 9,16 32 9,30 NS
mmol/l 8,06-10,23 7,44-10,66

Leu ocitos 24 4,90 42 6,10 NS
x10 /1 LSD-0,60 2,00-11,10

Neutrófilos’ñ 31 19,66 45 20,10 NS
LEO-36,00 3,50-33,50

Linfocitos% 31 14,70 45 14,13 NS
66,00-60,00 EMO-90,00

Eosinófilos S 31 4,00 45 4,45 NS
0,5-13,6 1,00-16,50

Monocitos % 31 1,10 45 1,03 NS
0-3,50 04,50

Basófilos % 31 0 45 0 NS

Neutfófilos 22 0,93 38 “1,03 ns
x 10/1 0,234.43 "'- 0,08-3,10

Liancitos 22 3,83 38 _ 3,83 NS
x 10 /l 0,96-7,05 1,60-6,80

MonoFitos 22 0,054 38 0,047 NS
x 10 /1 00,209 0-0,56

- Valoresledios r!) obtenidos de Calamys nsculinus sanos, de 170 - 575días de vida.
- Valores ledios (Y) obtenidos de Calamys masculinas infectados,durente el período 172 - 572 dpi

( 174 - 575 dias de vida).

- Valores ledios (1) obtenidos de ceda variable.
- Rangode le variable.
- Diferencias entre anilales infectados y no infectados.

S - Diferencias no significativas.



CUADRO N9 11
Titglg ge virus en cerebro de anunculinus crónicamente infectados Y

valores ngmgtglggiggs hgllgdgs en los mismos animales.

Calamanusculiggs crónicamente infectados
1 2 3 4 5 6 1 8 9 w n n n u

L5 4m SJ L3 6A L0 SJ
urP/Il <5 <5 <5 <5 (5I X I I X X I

1os 102 10‘ 10’ 10‘ 105 103

Díasdevida 100 122 126 129 133 133 14o 14o 141 188 zoo zoo no 24s

Días post 97 116 123 126 130 130 138 138 139 186 "196 196 217 243
infección

Volnnan 46 52 46 48 46 41 49 46 42 50 48 46 43 45

globular 8

Henoglohina 9,00 9,80 8,93 9,43 8,81 9,55 9,61 9,30 8,06 10,61 9,30 8,68 8,37 8,75
[llOl/l]

legcocítos X 8,30 4,80 4,30 5,60 4,40 7,10 7,20 6,50 7,70 10,30 4,40 8,80 4,60 4,0010H

leutrófilos‘ 19 15 23 8 8 16,5 12 15 16,5 30 18 29 11 28

Línfocítos 6 75,5 83 69,5 84,5 91,5 81 86 80 77 65,5 80 70 79,5 68,5

805166611053 3,5 2 5,5 7 0,5 2,5 0,5 4,5 4 4,5 2 0,5 5 2

lonocítos 8 2 0 2 0,5 0 0 1,5 0,5 2,5 0 0 0,5 4,5 1,5

Basófilos 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 i 0 0 0 0 0

Comentarig del Quadro N9 11 :

En primer lugar se observa que el 50%de los animales están infectados
crónicamente y con titulos virales importantes mayores de 10 UFP/ml yhasta 10 UFP/ml, en total coincidencia con los datos de 1a figura NQ5.

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



4.5. GLUCEMIA EN C.Iuscu11'nus INPECTADOS EXPERIMENTALHENTE.

4.5.1. ¿ase aguda.

Las determinaciones de las glucemias se realizaron en muestras
de sangre provenientes de 47 cricétidos infectados y de 61
C.Iuscu11'nussanos (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 N912 se presentan los valores de las glucemias
de ambos lotes de animales, los dias de vida de los mismos, asi
como los dpi.

Observamosque 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 cálculo del valor medio para todo el conjunto de animales
infectados es de I = 3,53 mmol/l. En cambio para los animales
sanos es de Y = 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 grgnica.

Se quiso verificar si se mantenía 1a hipoglucemia al avanzar
la edad del cricétido inoculado o si se producía otra
modificación en el metabolismo de la glucosa. Para ello
realizamos la determinación 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 NQ13, trabajamos con un grupo
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de 18 animales sanos y 20 cricétidos infectados (grupos VII y
VI) respectivamente. En el mismo observamos que los valores
medios (x0 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 2' = 6,77 mmol/l y el del conjunto de
cricétidos inoculados es de X = 6,72 mmol/l, no existe
diferencia significativa entre ambosvalores.

Esta comprobación nos lleva a concluir que la hipoglucemia se
establece en los animales que cursan 1a etapa aguda de la
enfermedad y no se detecta en aquellos animales que la superan.

Valores ro edios 34' hallado n la te i a 'ón de lucemia
en C.nuscylinu3sanos e infectados con Virus Junin. cepa XJClz.

Ease aguda.

CUADRO NQ 12

Díasde vidade C..uscu1inus Sano: 1 ¡G.nusculinns Infectados 1

Calonys I
masculinas GLucmAs(nolll) “UCM” ('“1’” M“ P‘

n í 1 S n í i S

13 8 6,44 21,157 9 3,45 t 1,420 10

15 12 6,20 31,175 9 4,0121,300 13

17 10 5,50 t 0,007 7 4,46 3 2,000 14

21 10 5,94 2 0,507 5 2,04 e 0,130 18

27 13 6,50 2 0,914 12 3,1421,750 23

31 8 6,04 21,000 5 3,06 3 0,677 28

1 - los Calomys masculinas sanos e infettados fueron sonetidos a un ayunoprevio de lbs antes de la

extracción de 1a nuestra sanguínea.
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Fase crónica

CUADRO NQ 13

Díasde vidade C.nuscu1inus Sano: 1 C.nuscu1inus Infectados 1

Chlaum _
nusculinus eLuczms(ml/1) mmm (“W 1’ M“ P1

n ï 1 s n í 1 s

45 5 7,05 10,494 6 7,00 t 1,356 43

50 4 7,26 e 1,966 4 6,64 t 1,040 48

58 4 “410,070 5 6,72 3 0,912 56

63 5 6,06 t 1,095 5 6,43 t 0,953 61

1 - Huestras obtenidas después de 3 hs de ayuno.



4.6. COHPARACION DE LOS VALORES DE UREHIA EN C.Iuscu11'nus
INFECTADOS RESPECTO DE CONTROLES SANOS DEL MISMO RANGO DE
EDAD.

Para el estudio de las uremias se utilizó un diseño
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.

Se analizaron 34 muestras de sangre obtenidas de animales
controles y 36 muestras sanguíneas 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).

Comparandoel valor medio hallado en el grupo de animales
infectados I = 11,1 mmol/l con el control correspondiente X =
11,3 mmol/l, comprobamosque no existe diferencia significativa.
Ambosvalores son casi coincidentes.

Para el estudio de las posibles variaciones de la urea en
sangre de animales crónicamente infectados, se realizaron 36
valoraciones en muestras de cricétidos crónicos y 35
determinaciones de uremia en animales controles (grupos VI y
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 los animales inoculados).
Nuevamenteno existió diferencia significativa entre el grupo de
animales infectados, cuyo valor medio es de 1': 10.1 mmol/l y el
valor mediodel lote de cricétidos sanos 2': 11,2 mmol/l.

Por lo tanto concluimos que la concentración de urea en sangre
de C.nuscu11'.nusno se modifica por causa de la infección con virus
Junin.
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4.7. PROTEINAS SERICAS.

4.7.1. Eroteinas de C.numnujnuano infectado. Fraccionamiento en
acetato de celulosa usando comosistema patrón un suero
humano normal.

A pesar que en 1a bibliografia existen datos sobre el
fraccionamiento proteico en acetato de celulosa de sueros de
atraso-Minus no infectados (Hodara et al, 1987), usamos como
patrón para poder identificar las bandas proteicas, un suero
humano normal, por ser un sistema de referencia ampliamente
estudiado.

FIGURA NQ 7
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En la fig. NQ 7 presentamos dos densitogramas, uno de los
cuales proviene de un suero de C.nuscu1inusno 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 Frl, Frz, Fr}, Fr4 y Frs a las fracciones
séricas que se obtienen cuandose realiza la electroforesis del
suero del C.nuscu1inus, en acetato de celulosa. No adoptamos 1a
nomenclatura clásica del suero humano normal (albúmina y
globulinas al, az, B y y) porque no conocemos la composición
proteica de cada fracción que se obtiene en el suero del
C.nu3cu1.inus.

Haciendo una analogía, la FrI se corresponde con la albúmina
en el electroforetograma en acetato de celulosa del suero humano
normal, la Frz con la a1 globulina y asi sucesivamente.

Si comparamoslos densitogramas presentados, vemosque existen
diferencias notorias en la forma de ambos. La Frsdel suero del
C.nuscu1inusse presenta como una banda bien definida y no muy
ancha, a diferencia de su análoga, la fracción y globulina
humana que es una banda ancha y difusa.

Las probables causas de las distintas formasque presentan los
densitogramas, se deberian a diferencias en la composición y
distribución de las proteinas séricas.

4.7.2. Titulación de virus en cerebros de Calamamusculinus
infectados experimentalmente. Fase aguda.

Para comprobar la instalación de la infección en los
¿masculinasinfectados perinatalmente, se realizó 1a titulación
de virus en los cerebros de los animales sacrificados (cuadro N9
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 N9 15.
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CUADRO NQ 14

CEREBRO DIAS DE VIDA DIAS POST TITULO UFP/ml

INFECCION

44o1 17 15 <5

4382 17 15 <5
441 17 15 <5

J 4435 17 15 <5

450l 22 20 <5

4502 22 20 6,3 x 1os

4471 23 20 1,5 x 1o3
447 23 20 2,5 x 1o3

4472 25 22 1,5 x 103

4473 25 22 <5

4481 25 22 5,15 x 1o6

4482 25 22 <5

4474 25 22 7,0 x 1o3
445 25 22 <5

443 25 22 <5

444 25 22 <5

Comose observa en los resultados presentados en el cuadro N9
14, obtuvimostitulo de virus en algunos animales, lo que indica
que se estableció la infección experimental.

4.7.3. Fraccionamiento de sueros provenientes de C.mumnúinus
inoculados con virus Junin, cepa XJC13en acetato de
celulosa gelificado. Fase aguda de la enfermedad.

Animales inoculados a los 2 - 4 dias de vida con 4000 DL” de
virus Junin, Cepa XJC13,se sangraron a distintos dpi durante el
periodo 15 - 22 dpi (17 — 25 dias de vida) para obtener los
sueros correspondientes. El ayuno previo fue de 3 horas (grupo
VIII). Luegode extraídas las muestras sanguíneas, los roedores
fueron sacrificados para realizar la búsqueda de virus en



cerebro (cuadro NQ14).

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

Se procedió 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 NQ15 se presentan
los resultados hallados.

CUADRO NQ 15

esencrn nsnnonons n Prot ¡11’ nf n32 nf ¡1,2
mi totl

[ell] 1 5 1 1 5

CJuscu 17-25dias.

-.11'nus de vida 64,8' 69,1 5,1 3,1 5,e 16,1

inoculados correspon- 22 2 2 1 t i 1

¡ici3 den a 9,04 2,56 1,11 2,1e 1,66 2,32
15-22 dpi

C.Iuscu 12-3011“ 66,0 69,e 5,2 3,6 5,2 15,6
diana de vida 23 f t s 1 t 2

sanos 5,40 0,06 1,19 2,42 1,64 5,80

¡s Is ns ns IS IS

(1) Prot. tot. [9/1]: concentración de proteinas totales [gll]

(2) Cuantificación porcentual de las fracciones sérisas (rrl, Prz, PIJ, Fr4, 015) qne se obtienen cuando se
realiza la electroforesis del suerodel Calar: nuseulinus, en acetato de celulosa.

(a) valores ledios 1 desviación estándar (115).

ns: Diferencias no significativas.
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Comoobservamos en el cuadro NQ14, no se hallan diferencias
significativas entres las concentraciones de proteinas totales
provenientes de animales sanos e inoculados.

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

Por lo tanto concluimos que la infección aguda establecida en
el grupo de Calamys'nuscuh'nus inoculados, no modifica el perfil
proteico tanto en su forma cualitativa comoen 1a cuantitativa.

4.7.4.Titu1ación de virus en ¿gs cerebros de giga nusculinus.
inoculados convirus Junin. cepa ngl3.guygs sueros juergn

fraccionados en gel de pgliacrilgmida.

Se buscó 1a presencia de virus en los cerebros de animales
inoculados con virus Junin, cepa XJC13 que cursaban las etapas
aguda y crónica de la enfermedad y cuyos sueros fueron
analizados en las placas de gel de poliacrilamida.

Se utilizó 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

4952 21 19 2,0 x 104

495l 21 19 3,5 x 10s

4951 21 19 <5
495 21 19 <5

4962 24 21 5,0 x 103

4963 24 21 2,3 x 103
493 93 90 <5

496, 93 90 <5

4966 93 90 2,3 x 103

4965 93 90 6,0 x 102

496¡ 93 90 7,0 x 103

Los resultados indican que la infección se estableció en los
animales inoculados experimentalmente.

4.7.5. Separación electroforética en placa de gel de
poliacrilamida de proteinas séricas de Calomzsmusculinus,
inoculados con 4000 Dszml. de virus Juninl cepa XJCl}_1
controles­

4.7.5.a. Fase aguda de la enfermedad.

Con el objeto de obtener mayor resolución en el
fraccionamiento proteico de los sueros de los cricétidos,
utilizamos la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida, el cual actúa comoun notable tamiz molecular,
fraccionando las proteinas de acuerdo a su tamaño molecular,
ademásde su carga eléctrica.
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Hemosrealizado varias separaciones electroforéticas en placa
de gel de poliacrilamida de sueros obtenidos de animales que
cursaban 1a fase aguda de la enfermedad. La fotografia NQ1 es
una muestra de una de ellas. Los resultados que presentamos
fueron hallados en todos los fraccionamientos proteicos
realizados en condiciones similares.

FOTOGRAFIA N9 1

¡._.,,.,'p-mmm' 7‘""-M

¡iiil . ; 1 v 4 ’

4 4 4 4 4 4 4

1 2 3 4 5 6 7

‘ Comohemosreferido anteriormente se presenta en la fotografia
NQ1 una placa de gel de poliacrilamida. En la misma se muestra
la separación electroforética de cinco sueros (2, 3, 4, 5, 6) de
Calomysmasculinas infectados (etapa aguda, grupo X) y de sus
controles 1 y 7 (grupo XI).

En cada calle se sembraron 4 pl. de suero
El orden de siembra es el que se indica en el esquema NQ1.
De izquierda a derecha es:

- 74 _



ESQUEMA NQ 1

¡9 DE ORDER 1 2 3 4 5 6

DIAS POST IIFECCIOI 19 19 19 21 21

DIAS DE EDAD 26 21 21 21 24 24

COITROL II

PROTEIIAS TOTALES [9/1] 71 76 64 63 63 70

IQ DE C.nusculinus 4882 4951 4951 496] 4962 4962

an’ onmwnnnwsn me‘
CEREBROUEP/¡l

smnü zanfi

26(23CRBI]

COITROL I

W

ng

Los sueros N9 1 y 7 son controles. El suero N9 1 (control II)
provino de un animal sano de 26 dias de vida. El suero N9 7
(control I) se obtuvo de un animal sano inoculado a los 3 dias
de vida con 0,02 ml de una solución al 10% p/v, de un
homogeneizado de cerebro de ratón blanco normal (CRBN),
procesado en las mismas condiciones que se ‘utilizan en la
preparación del stock viral. Los demás sueros (NQ2, 3, 4, 5, 6)
fueron obtenidos de cricétidos inoculados entre los 2 - 4 dias
de vida con 0.02 m1 de 4000 DLw/ml de virus Junin, cepa XJC13

Estos animales fueron sangrados en los dias indicados en el
esquema NQ 1.

El objeto de sembrar el control I, fue para verificar si la
introducción intraperitoneal de pequeñascantidades de proteinas
que acompañanal inóculo de virus, pueden actuar antigénicamente
en el Calamysmasculinas. No se comprobó variaciones entre las
bandas proteicas de los controles I y II.

El control II que se presenta en la fotografia NQ1, no tuvo
una resolución nítida en la zona inferior de la separación
electroforética, donde las bandas proteicas se visualizan en
forma tenue.



Si analizamos los sueros provenientes de animales infectados,
se observa la intensificación de una banda proteica que hemos
llamado X en los sueros NQ2, 3, 4,_y 5 de animales agudos. Asi
mismo disminuye la intensidad de coloración de la banda que
llamamos Y (sueros 2, 3 y 5).

En algunos casos la fracción proteica Y se torna casi
imperceptible como sucede con el suero N9 5.

Comopodemosapreciar, las variaciones de intensidad de las
bandas proteicas x e Y no se presentan en la totalidad de los
sueros analizados, obtenidos durante la fase aguda de la
enfermedad.

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

Comose mencionó anteriormente, solamente se describen las
modificaciones que se registraron repetidamente en otras
separaciones electroforéticas realizadas en placa de gel de
poliacrilamida.



4.7.5.b. Fase crónica de 1a enfermedad.

Esta parte de nuestra investigación la encaramoscon un diseño
experimental análogo al descripto en la sección anterior.

FOTOGRAFIA NQ 2

4­ (­ ‘Ï <­ (­

Presentamos en la
electroforético de
infectados (grupo X)
(grupo XI) (NQ 1 y 7).

fotografia NQ 2 un fraccionamiento
sueros de Calomysmasculinas crónicamente

(NQ 2, 3, 4, 5 y 6) y sueros controles
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La separación electroforética ha sido realizada en placa de
gel de poliacrilamida, sembrándose 4 pl. de cada muestra de
suero en las calles de la misma.

El orden en que se realizó la siembra fue el indicado en el
esquema NQ2, siendo de izquierda a derecha, el siguiente:

ESQUEMA NQ 2

IQ DE ORDEI 1 2 3 4 5 6 7

nus ros: Imccm 9o 9o 9o 90 90

nus m: 2mm 100 93 99 93 99 93 10mm“)

comm n conm I

rnomns mms [gll] 15 70 93 72 ss 63 sa

99 99 C.nusculinus 499 493 496, 4966 49s5 4964 439

muwnnmusn <9 <5 2,91103 6,01102 1,999103

czazano urP/u

Los controles I (CRBN)y II fueron sembrados en las posiciones
7 y 1 respectivamente. Por observación directa vemos que no
presentan diferencias apreciables entre la intensidad de
colocación 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 N9 2, 3, 4, 5 y 6, vemos que ésta se tiñe tenuemente
y de manera semejante a los controles I y II. Por lo tanto la
intensificación de ésta banda que se observaba en algunos sueros
provenientes de animales infectados que cursaban la etapa aguda,
no se detecta en la fase crónica de la enfermedad.

-78­



Observamosque la fracción proteica Y tiende a normalizarse
en sueros extraídos de animales infectados crónicamente. Lo
descripto anteriormente se observa en los sueros NQ2, 3, 5 y 6,
no asi en el suero NQ4.

Hemosapreciado en diferentes separaciones electroforéticas,
realizadas en idénticas condiciones, que en general no existen
diferencias entre el fraccionamiento prouico de los controles
normales y las muestras de animales crónicamente infectados.



4.7.5.c. Separación electroforética en glggg gg ggl gg
DQliQQLllEEEhLJhLJüüu3ELSkLJL¿MQHHÁMELLDQSBLQQQE_EQH_

yizus Jun;n. gepa XJCla. ‘
a nda c nic -de la enfe e a su ros c ntr les.

Compazagión gon sugros humanog ggzmQLQB.

EOTOGRAFIA NQ 3

_, TRANSFERBINA
'_, CERULDPLASMlN

Í .9 ALBUHINA

I _, PREALBUMINA



La fotografia
electroforética en placa de gel de poliacrilamida.

NQ 3 corresponde a una

se sembraron sueros de Calanys masculinas sin
cricétidos infectados (fase aguda y crónica de la enfermedad) y
sueros humanos normales.

separación
En la misma

inocular y de

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

ESQUEMA NQ 3

Duero de Suero de Suero de Suero de Suero de Suero de

C.IUBC cause hulanos C.nusc. C.Iu3c. hulanos

(Cróníco) (Agudo) (Crónica) (Iorlales) norlales

IQ D2 ORDEI 1 2 3 4 5 6

DIAS POST IIFECCIOI 90 19 90

DIAS DE EDAD 93 21 Iezcla de 93 Iezcla de

3 sueros 3 sueros de

de humanos C.nusc.

adultos de 30-35-45

norlales días de

vida

pnomns TOTALES[9/1] se ss 77 "65 ¡o 77

IO DE C.muscu11'nus 4966 495 4967

TITULO DE VIRUS El CEREBRO 2,31103 <5 (5

UYPÍII
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Usamosuna mezcla de 3 sueros normales, tanto para el patrón
humano (NQ 3 y 6) como para el del Calonys musculinus (NQ 5), para
independizarnos de las variaciones individuales.

Comovamos 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 las separaciones electroforéticas obtenidas,
comprobamosque las fracciones proteicas del suero humanonormal
(NQ3 y 6), presentan una ligera disminución en 1a movilidad
electroforética, con respcho a las bandas halladas en los
sueros Calomysmasculinas. Lo que hemos descripto se observa
claramente en las posiciones ocupadas por la tranterrina, la
ceruloplasmina y la albúmina humanaque tienen supuestas bandas
análogas en la separación proteica del Calamysnusculínus.

La fracción proteica que llamamosY en el suero de cricétido,
es una banda que se destaca por su intensidad de coloración y su
grosor. No hallamos banda supuestamente homóloga en el suero
humano normal.

Si observamos la resolución de los sueros de animales
infectados crónicamente sembrados en las calles 1 y 4 y los
comparamoscon el patrón.normal (calle 5), hallamos que el suero
sembradoen posición 1 presenta una disminución en la intensidad
de coloración de la banda Y. No sucede asi con el suero de
cricétido crónico de la calle 4. Este último suero no se
resolvió en la parte superior de la separación electroforética,
fenómeno que se observó cuando los sueros son almacenados a -20
'C previamente a su fraccionamiento electroforético.

El suero proveniente de un animal en la fase aguda de la
enfermedad, está sembrado en la calle N9 2 y presenta en forma
clara la intensificación en la coloración de 1a banda X, que ha
sido descripta con anterioridad para sueros provenientes de la
fase aguda. El suero sembrado en la calle NQ2, proviene de un
cricétido que no presenta virus en cerebro.



4.7.5.d. Fraccionamiento sérico en gos pasos sucesivos: a)
a e e l a e d ia ' amida.
Aplicación a sueros provenientes de C.nuscu1.inusno
inoculados y de abres humanos normales. Comparacion
Qe los resultados hallados.

Anteriormente hemospresentado los resultados hallados en el
fraccionamiento sérico del CJusculinus,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 comose 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.muscu1inusno
inoculados , en 1a fotografia NQ4.

FOTOGRAFIA NQ 4

4 i F 1 l J,

S ÜE RO F71 F73 FV" FTS
TO T AL
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El orden de siembra es el siguiente

1 - Muestra de suero total de C.nuscu1ínusnormal (mezcla de 3
sueros provenientes de cricétidos sanos de 30, 35 y 45 dias de
vida). Noha sido fraccionado previamente en acetato de celulosa
Proteinas totales: 70 g/l.

2 —FrI: Fracción 1 -——1

3 - Fr; 2 Fracciones obtenidas en acetato de

4 —Fr3: 3 celulosa y sembradas en gel de

5 - Fr¿: 4 poliacrilamida.

6 - Frs : 5 -—-—J

Designamoscon las letras.g,p,g,g ylg a las principales bandas
o grupos de bandas que se aprecian por observación directa, en
la separación proteica del suero total del C.nuaculinus.

La Frl, sembrada en la calle NQ2, contiene la banda que hemos
denominadoa en el suero total del causo-almas. Pensamos que esta
banda a es la albúmina del cricétido.

Observamos que cerca de la siembra de la Frl, se presentan
vestigios de la banda g, cuya visualización es nítida en la Fr¡.

Siguiendo con el análisis de la calle N92, vemosla presencia
de una banda difusa a la altura de la fracción g del suero
total.

Esta fracción proteica no apareció en otras separaciones
electroforéticas y quizás su presencia se deba a un efecto de
"arrastre proteico" por cantidad excesiva de muestra sembrada.
Recordemosque necesitamos que la concentración proteica sea
suficiente en la tira de acetato de celulosa para que sea
visualizada en una segundaseparación electroforética, en gel de
poliacrilamida.
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La Frz, sembrada en la posición NQ3, contiene la mayor parte
de las bandas que hemos llamado e y Q en el suero total. En 1a
parte inferior de la calle NQ3 se visualizan vestigios de la
banda a.

En la separación electroforética de la Fr3 se encuentra casi
exclusivamente la bandag (suero total). Tambiénse visualizaron
componentes de la banda g.

En el fraccionamiento proteico de la Fr4 aparecen bandas
tenues y difusas, algunas nombradas anteriormente como las
bandas d y g.

La Frs fue sembrada en posición NQ 6. En ella observamos la
presencia de la banda que llamamosb. Esta fracción proteica es
visualizada en forma nítida y definida. En la mismacalle (NQ6)
se hallan otras bandas teñidas en forma tenue.

En forma general podemos decir que las fracciones Frz, Fra y
Fr4 presentan la banda g. En cambio las Frl y Frz contienen la
banda g.

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

O sea que cuando sometemos el suero del ¿masculinas a un
fraccionamientoelectroforético en acetato de celulosa, existen
proteinas que se distribuyen en distintas bandas proteicas,
mientras que otras migran hacia una determinada fracción. Este
comportamiento es similar al descripto para el suero humano
(Laurell, 1973) y lo comprobamoscon los resultados presentados
en la fotografia NQ5.



FOTOGRAFIA NQ 5

6
v/

GLOBULINAS

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
NQ 5, donde:
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1 —Muestra de suero total, proveniente de seres humanos
normales (mezcla de 3 sueros_humanos normales) Proteinas

totales 77 g/l.

2 —Alb: Albúmina.

3 - a¡———1 Fracciones obtenidas mediante

4 —az previo fraccionamiento en acetato
Globulinas.

5 - B de celulosa y sembradas en gel

6 —Y -——J de poliacrilamida.

En la calle NQ1 sembramos el suero humano total y en las
posiciones 2,3,4,5 y 6 las fracciones Alb, ap a2, B y' 7
globulinas.

La muestra de suero humanonormal (1) se resuelve en numerosas
bandas proteicas. Se divisa con claridad la prealbúmina.

La albúmina fue sembrada en la posición N9 2, observamos una
banda proteica única, sin otras proteinas acompañantes.

Si analizamos la separación electroforética en gel de
poliacrilamida de las fracciones 01(3), 02(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 ó más fracciones proteicas (al, 02, B)
obtenidas en acetato de celulosa.

La fracción y globulina se resuelve en el gel de
poliacrilamida, comouna banda difusa y ubicada en las cercanias
del lugar de siembra.

Si comparamos los resultados hallados en el suero del
Cmusculinussano, con los encontrados en el suero humano normal,
comprobamos que la diferencia más notable entre ambos
fraccionamientos, reside precisamente en la Frs proveniente del
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roedor y su análoga la fracción Y globulina del suero humano
normal.

En el primer caso se visualiza una fracción proteica dominante
que se resuelve en el gel de poliacrilamida en forma nítida 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 N9 4 y 5
respectivamente).

Este análisis concuerda con lo descripto anteriormente en los
densitogramas de los respectivos fraccionamientos en acetato de
celulosa.



. Titulación de virus en cerebros de animales
sobrevivientes a la inoculación con virus Junin.
XJCly cuyos sueros jueron analizagos por
inmunoelectroioresis.

Para la titulación del virus se utilizó el métodode unidades
formadoras de placa bajo agar (Damonte y Coto, 1974).

CUADRO NQ 19

CEREBROS DIAS DE VIDA DIAS POST TITULO UFP/ml
INF.

4631 21 19 3,45 x 104
4632 21 19 3,55 x 10S
4652 21 19 < 5
4651 21 19 < 5
4641 21 19 < 5
4642 21 19 < 5
4655 23 21 < 5
4654 23 21 4,0 x 103
4656 23 21 4,5 x 10‘
465, 23 21 < 5
4622 23 21 < 5
4792 49 47 < 5
479 49 47 5,0 x 103
47 49 47 2,3 x 103
478 49 47 5,7 x 10s
4793 71 69 < 5
4801 71 69 7,0 x 103
4613 73 71 1,0 x 10
4311 73 71 6,0 x 10
4812 73 71 < 5
483 79 76 < 5

4832 79 76 < 5

_ 89 _

cepa



4.7.7. Inmunoelectroforesis de sueros de C.nuscu11'nusno
inoculados e infectados.

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

Procesamos los siguientes sueros

1) Sueros de C.nuscu1inusinfectados (fases aguda y crónica de
la enfermedad) que fueron inoculados a los 2 - 4 dias de vida,
por via ip, con 4000 DLw/mlde virus Junin, cepa XJClr

2) Sueros de C.nuscu11'nusque fueron inoculados a los 2 —4 dias
de edad, por via ip con 0,02 ml de una suspensión al 10%p/v de
cerebro de ratón blanco lactante normal (CRBN)(sueros controles
I).

3) Sueros de C.nuscu1inus obtenidos de animales sanos en
distintos dias de vida (sueros controles II).

A continuación presentamos un esquema de la seroteca
utilizada:



CUADRO NQ 17

SUEROS DE ANIMALES IIOCULADOS COI VIRUS 802805 tOlIROLES I SUEROS COITROLES II

JUlIl, Cepa XJC13. (CRBI)

7‘ dias pi díaa de pantidad dias días de Cantidad días cantidad

A edad de post edad de de de

S sueros inocula- sueros edad sueros

E ción

10 12 5 13 15 6 17 3

A

G 16 18 7 17 20 4 18 3

U

D 19 21 7 23 25 1 21 3

A

21 . 23 11 25 4

31 34 4 32 34 4 73 3

C 38 48 1 44 46 5 78 5

R

0 47 49 4

I

I 69 71 3

C

A 71 73 4

76 78 3



a) Dosaje de proteinas totales séricas.

Se procedió 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 extracción de la muestra.

A continuación presentamos los valores medios (X) de las
determinaciones de proteinas totales. Agrupamos los sueros
extraídos de los animales infectados en agudos y crónicos,
teniendo en cuenta la edad del animal en el momento de la
extracción de la muestra.

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

CUADRO NQ 18

lnilales inoculados Controles I Controles II

Datos correspondientes al 13-23 días post 17-25 dias de

estado agudo inoculación CREE vida

18-21 dpi corresponden corresponden a

a 12-23 días de vida 15-25 dias de vida

ï = 68,0 g/l ï = 65,8 gll ï = 64,3 gll

D = 30 n = 11 " n = 13

s = 3,88 s = 6,92 s = 6,58

Datos correspondientes al 32-44 dias post 73-78 dias de

estado crónico inoculación CREE vida

31-76 dpi corresponden corresponden a

a 34-78 dias de vida 34-46 días de vida

ï = 65,7 g/l Í = 68,1 9/1 I = 65,8 g/l

¡1:19 71:9 :8

s = 9,43 s = 15,62 s = 8,03

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



b) Sangración inmunoelectroforégica.

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

Cadasuero proveniente de un cricétido infectado fue analizado
dos (2) veces, utilizándose suero de conejo, antisuero total de
¿masculinasen una de ellas y en otra suero de conejo, antisuero
parcial de C.nuscu1.inu3,para realizar 1a inmunoprecipitación.

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

INHUNOELECTROFORETOGRAMA A

FOTOGRAFIA N9 6

L: antígeno : la línea negra en la esquina del portaobjeto indica que se ha senbrado de ese lado suero

proveniente de crícétído infectado, en este caso 5 nl de suero de C.Iuscu1inns de 76 días pi (fase crónica).

En el otro orificio se selbraron 5 nl de suero de C.Inscu1inns norlal de 78 días de vida (suero control

HL

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

a: antígeno : 5 pl de suero de C.Iuscn1inus de 19 dpi que corresponden a 21 dias de vida (linea negra) (fase

aguda).

En el otro orificio se nelhraron 5 pl de suero de C.Inscn1inns de 13 dias post inoculación de CRE!(15

días de vida).

anticuero : 80 pl de antisuero parcial de C.Inscu1ílns, obtenido en conejo.

INMUNOELECTROFORETOGRAMA C

FOTOGRAFIA NQ 8

Q: antígeno : 5 pl de suero de C.Iuscn1ínns de 71 dpi que corresponden a 73 dias de vida (linea negra) (fase

crónica).

En el otro orificio se selbraron 5 pl de suero de c.IusculíIns nornal de 78 dias de vida (suero control

II). antisnero : 80 pl de antisuero parcial de C.Inscn1ians, obtenido en conejo.

_ 534 ..



Los resultados obtenidos al utilizar los antisueros total y
parcial de C.muscu11’nuspara formar los precipitados en las
inmunoelectroforesis se aprecian en las fotografias NQ6 (A) y
NQ7 y 8 (B-C) respectivamente.

Si comparamos el caso A con C (sueros de animales crónicos),
comprobamosque en este último aparece menor cantidad de bandas
inmunoprecipitadas con respecto al primero. La causa de lo
descripto se debe a la preparación del antisuero parcial, que se
realizó con parte de las proteinas del suero del C.nuscu1inus
sano. En el caso C, se observa que la banda de la albúmina se
tiñe en forma más tenue que en A y de este modo se permite la
visualización nítida de las bandas vecinas a la albúmina.

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

Hemosobservado una variación fisiológica, en el análisis de
nuestros inmunoelectroforetogramas, que es posible observar si
comparamos B con C. Claramente se observa que a medida que
aumenta 1a edad de los animales (en (2 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 albúmina. Lo mencionado se verifica tanto para
sueros de animales controles, como para sueros de animales
infectados. Es un proceso biológico propio del cricétido que se
manifiesta con la edad del animal.



5 - DISCUSION



El aislamiento de virus Junin a partir de ¿masculinas
capturados en el campo (Sabattini et a1., 1977), no sólo
demostró la importancia de este cricétido comoreservorio del
virus, sino que llevó a considerar que 1a presencia viral no era
deletérea para el huésped.

Este concepto se ha ido modificando ya que la infección de
C.nuscu1.inusneonatos con la cepa atenuada XJC13enferma y mata
a1 50 - 70 %de los animales (Lampuri et a1., 1982), por causas
inmunológicas (Coulombié et a1., 1986a) similares a las que
ocurren en el ratón blanco recién nacido infectado con cualquier
cepa de VJ (Nota et al. , 1977). Más aún, C.nuscu1.inusinfectados
con cepas de campo de VJ presentan una mortalidad tardía
aumentadarespecto de los controles no infectados, retardo en el
crecimiento, al tiempo que decae su fertilidad (Vitullo et a1.,
1987).

En general, tanto en el hombre, como en el cobayo y en el
primate Callitbrix jacchusinoculados con cepas virulentas, se han
encontrado alteraciones hematológicas tales como leucopenia,
descenso de linfocitos y granulocitos neutrófilos y marcada
plaquetopenia (Ruggiero et a1., 1964; Schwarz et a1., 1970;
Guerrero et a1., 1977; Weissenbacher' et a1., 1980a). Estas
alteraciones van acompañadas en general por profusas
hemorragias.

La cepa atenuada XJClz, derivada de la XJ, se caracteriza en
cambio por no producir cambios hematológicós mensurables ni en
el cobayo (Nota et a1., 1969), ni el Callithrix jaccbus
(Weissenbacher y Damonte, 1983) ni en humanos voluntarios
(Ruggiero et a1., 1969; Parodi et a1., 1970). Solo se ha
reportado que la inoculación de cobayos de exocria con altas
dosis de virus produce un descenso fugaz de plaquetas del que se
recuperan rápidamente (Nota et a1., 1969).

Los resultados que se presentan en este trabajo, muestran que
la Cepa XJC13 produce en el C.nuscu1.inus,durante el periodo agudo
de la infección una disminuciónsignificativa de los linfocitos
en aproximadamente el 40%de los animales inoculados, registrada
entre los dias 8 y 23 p i (Fig. N9 6).

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



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

Si relacionamos la presencia de viremia y linfopenia con la
obtención de virus "in vitro", a partir de cultivos de
linfomonocitos obtenidos de C.nusculinusque estaban en la etapa
aguda de la enfermedad, podriamos suponer que la células
mononucleares sanguíneas serian reservorios del virus y también
posibles sitios de multiplicación del mismo.Lo expuesto podria
explicar el descenso del númerode linfocitos encontrado en los
Cmusculinusinfectados, si consideramos que el virus ejerza una
acción citolitica directa o comoen otras interacciones de
virus-linfocitos, ocurra inhibición de la activación
linfocitaria y de su proliferación y/o alteraciones en la
recirculación de linfocitos entre la sangre y la linfa (Woodruff
y Woodruff, 1975).

Otro ejemplo de asociación entre el VJ y la población linfo­
monocitaria se ha demostrado en pacientes con FHAque cursan el
periodo agudo de la enfermedad (Ambrosioet al., 1982). en estos
casos se ha descripto 1a aparición de viremia y disminución en
la cantidad absoluta de los linfocitos que componenalgunas 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 cambioes dificil explicar porqué la linfopenia no ocurre
en el 100%de los animales infectados. Noestamos en condiciones
de describir la evolución de los animales infectados que
presentan o no linfopenia porque se registran muertes producidas
por la extracción de sangre, al realizar los estudios
hematológicos en animales de poca edad. Pero podemos precisar
que la linfopenia se registró en animales con signos de
enfermedad y en aquellos que aparentemente estaban sanos.

En la etapa crónica de la enfermedad no hemos observado
modificaciones en la hematologia de los cricétidos inoculados.
Se determinaron los valores hematológicos desde el dia 40 hasta
el dia 575 pi. Estos valores se hallan agrupados y analizados
estadísticamente 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 hematológicas
halladas en los cricétidos infectados crónicamenteen los cuales
se realizó la búsqueda y el aislamiento de virus en cerebro.
Estos valores están incluidos en el cuadro NQ11.

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

Hemos comprobado que en la etapa crónica de la enfermedad no
se observaron variaciones en la fórmula leucocitaria, por otra
parte no se aisló virus de los cultivos de células mononucleares
sanguíneas provenientes de C.nuscu1inus infectados en forma
crónica (Alché et al., 1985) y en esta etapa de la enfermedad no
se detectó inmunofluorescenciapositiva en el tejido linfático
(Lampuri, 1984). Estos resultados nos llevan a pensar que el
virus Junin no interactuaria con los linfocitos en la fase
crónica de la infección.

La persistencia de la infección con virus Junin, verificada
en C.nuscu1inus,estaria relacionada con la aparición de variantes
serológicas (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
señalar el posible ciclo de las variantes serológicas del VJ,
las cuales aparecen en forma esporádica en la sangre de los
cricétidos crónicos (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 crónica de la enfermedad o
si intervendrian otros factores tales como modificaciones
producidas en el estado inmunológico del C.nuscu1inusinfectado.

Los estudios realizados con el LCMVy su portador muestran
resultados diferentes a los que hemos hallado con el virus
Junin. El LCMVmultiplica en células mononucleares y linfocitos
de ratón, durante las fases aguda y crónica de la enfermedad,
pero el virus no es litico y no produce efecto citopático en las
células que infecta (Doyle y Oldstone, 1978; Popescu et al.,
1979).



En la obtención de los valores de referencia hematológicos de
la rata y el ratón se han descripto distintas variables que
introducen modificaciones de origen biológico en los datos
hallados, como ser: medio ambiente, cepa, edad, método de
sujeción del roedor (fisico o mediante anestesia), sitio de
extracción de la muestra sanguínea (cola, punción cardiaca, seno
retroorbital, vena yugular). Por otra parte el laboratorio
también introduce variables cuando se realizan las
determinaciones (Payne et al., 1976).

Teniendo en cuenta los conocimientos anteriormente citados y
para poder comparar los datos hematológicos obtenidos del
C.muscu1.inus,con sus controles correspondientes, tuvimos que
analizar gran númerode animales sanos, cuyas edades oscilaron
entre 9 y 575 dias. Hodara et al., (1987) determinaron los
parámetros hematológicos de ¿masculinasnormales en el periodo 21
- 120 dias de edad. Noencontraron diferencias entre los grupos
etarios a excepción hecha del recuento leucocitario. Hemos
presentado los datos hematológicos de C.nuscu1.inussanos,
agrupados en los periodos 9-30, 40-160, 170-575 dias de edad
(CUADRON9 7), donde se muestra la variación de los valores
hallados con la edad del cricétido. Debido a que los grupos
etarios analizados son diferentes, no podemosrealizar una
comparaciónprecisa 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 producenefecto citopático en las células que infectan,
pero alteran la función celular difenciada onfunción 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 desórdenes en el crecimiento
y en el metabolismo de la glucosa, asociados a una diferencia en
la secreción de la hormona del crecimiento (GH) (Oldstone et
al., 1985).

Hemos detectado la presencia de hipoglucemia, en C.musculinus
infectados con VJ, Cepa XJC13, la cual ha sido registrada entre
los dias 13 y 31 pi (CUADRON9 12). Los niveles de glucosa en
sangre se hallaron normalizados a los 43 dpi (CUADRON9 13).
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Oldstone et al., (1985), realizaron estudios, utilizando
ratones C3H, infectados a las 18 hs de vida por via intra­
cerebral, con 60-100 UFP de virus LCMV,cepas Arm, BBO,Pasteur,
Traub y W.E.

Los autores encuentran que algunas cepas de virus LCM(Arm,
Eng, Pasteur) replican con alto titulo en gran parte de las
células que producen la GH,situadas en el lóbulo anterior de la
glándula pituitaria. Esta infección afecta el normal
funcionamieeto de la "función lujosa" de las células somato­
tróficas, en consecuencia se produce un decrecimiento en la
sintesis de la GH,que se manifiesta en los roedores inoculados
esencialmente por presentar disminución en el crecimiento y
alteración en el metabolismo de la glucosa (hipoglucemia).

Las modificaciones descriptas se manifiestan moderadamente,
cuando los ratones C9! son infectados con la 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 (cgi) alteran la sintesis de GHy el metabolismo de la
glucosa, por efecto de la infección viral.

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

En nuestro modelo C.muscu11'nus,inoculado a los 2-4 dias de
edad, por via ip, con 4000 DLWde VJ, Cepa XJC13 , también se
han descripto nmdificaciones en el tamaño y' peso corporal
(Lampuri et al., 1982).

Si unimos este hecho a nuestro hallazgo de niveles sanguíneos
de glucosa disminuidos, se podria pensar que se estuviera
estableciendo una interacción 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.musculinusinfectado, es el estado de salud del animal, en la
fase aguda de la enfermedad. Si por la razón mencionada se
induce una disminución de la apetencia alimentaria, esto se
reflejaria en los niveles hallados de la glucosa sanguínea.

Con los estudios que se han realizado, no está comprobada la
existencia y constitución de los complejos inmunescirculantes,
en el anusculinus infectado con VJ (Coulombié, 1986; Alché,
1989).

Las evidencias acumuladashasta el momento,permiten descartar
una posible patología, debida a complejos inmunes en la
infección del anusculinus, debido a la comprobación de ausencia
de daño renal, característico de enfermedades asociadas a
complejos virus-anticuerpos (Coulombié, 1986).

Hemoscomprobado que no existe alteración en los niveles de
urea sanguínea en animales infectados con VJ, en el estado agudo
y crónico de la enfermedad. Estos resultados apoyan las
comprobaciones anteriores, ya que inducen a descartar la
presencia de glomérulonefritis provocada por los
inmunocomplejos.

Hemosaplicado distintas técnicas de fraccionamiento proteico
a muestras de suero provenientes de C.nuscu11'.nusinfectados con
virus Junin, Cepa XJClr ”

Separamoselectroforéticamente 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 N9 1), observamos la
intensificación de una banda proteica que llamamos x, asi como
la disminución en la intensidad de coloración de otra banda
proteica que denominamosy. Estas variaciones descriptas no se
reflejan en el dosaje de proteinas totales, ya que no se
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registraron variaciones significativas con los controles
correspondientes (CUADRONQ 15).

En la fase crónica de la enfermedad, los animales tienden a
normalizar estas modificaciones (fotografia N9 2).

Hemospensado que los cambios descriptos pueden deberse a una
respuesta de fase aguda. Se handescripto varias causas que
inducen este tipo de respuesta en el ser humano: invasión
microbiológica, injuria del tejido, reacciones inmunológicas y
procesos inflamatorios (Dinarello, 1984).

La respuesta de fase aguda está caracterizada por cambios en
las funciones metabólicas, endocrinológicas, inmunológicas y
neurológicas. La mayoria de estos cambios se observan en horas
o dias después de la infección o inflamación (Dinarello, 1984).

Detodos los cambiosmencionados, nos interesa particularmente
la aparición de proteinas de fase aguda, que están definidas
comoaquellas que aumentan su concentración plasmática un 25%o
un porcentaje mayor (Kushner, 1988).

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

Es interesante señalar que las especies animales presentan
distintas proteinas de fase aguda. Esto se verifica en especies
muyrelacionadas comoson la rata y el ratón.

Se ha comprobado en todas las especies de mamíferos
estudiados, la existencia de una sintesis aumentada en el
fibrinógeno, 01 glicoprotema ácida y haptoglobina, asi como un
decrecimiento en la concentración de la albúmina, durante la
respuesta de fase aguda.

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

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



En la rata: 02 macroglobulina es el marcador proteico de fase
aguda (Kushner, 1988).

Apesar que no hemosrealizado el aislamiento e identificación
de las proteinas del C.nuscu1inusinfectado que hemos denominado
x e y , creemos que los cambios en las bandas proteicas
nombradas se deben al establecimiento de una respuesta de fase
aguda.

El evento fundamental en la iniciación de la respuesta de fase
aguda es la producción de interleukina-l (ILl), un polipéptido
que induce cambios clinicos y modificaciones detectadas por el
laboratorio (Dinarello, 1984).

Entre los numerosos efectos biológicos de la ILP en el
hospedador, se ha señalado que la acción de la misma en la
médula ósea induce un incremento en el número de neutrófilos
(Dinarello, 1984).

Comohemos comprobado la existencia de neutrofilia en el
C.nuscu1.inus infectado con VJ (CUADRONQ 8), este es otro
resultado que apoya nuestras suposiciones.

Utilizamos el suero humanonormal como sistema de referencia
en los distintos fraccionamientos realizados de las proteinas
séricas de C.muscu11'nussanos. Asi a1 comparar ambos densitogramas
obtenidos de la separación electroforética en acetato de
celulosa, se encuentran marcadas diferencias que hemosseñalado
en los resultados (figura N9 7). Es particularmente notoria 1a
configuración de la Frs del suero del cricétido, que se observa
como una banda netamente definida y no muy ancha, con respecto
a su supuestamente análoga, 1a fracción y globulina humana, que
se caracteriza por ser una banda ancha y difusa.

Esta diferencia señalada, fue determinada con mayorexactitud,
cuando realizamos el fraccionamiento proteico en dos pasos
sucesivos (acetato de celulosa y gel de poliacrilamida). En las
fotografias NQ4 y 5, se observaron claramente separadas ambas
bandasen el gel de poliacrilamida, muestran distinta resolución
y supuestamentediferentes caracteristicas biológicas.

Todo el análisis inmunoelectroforético realizado, no nos
permitió visualizar la existencia de variaciones observables



visualmente entre las bandas inmunoprecipitadas provenientes de
animales inoculados con virus Junin, Cepa XJC13y sus controles
correspondientes. Solamente hemos detectado un aumento en el
grosor de algunas bandas obtenidas en sueros de animales sanos,
que atribuimos a variaciones fisiológicas a1 avanzar 1a edad del
animal.

De todo el análisis bioquímico realizado en los cricétidos
infectados con virus Junin, Cepa XJ013 , concluimos que hemos
detectado pocas alteraciones con las técnicas empleadas,
confirmándose de esta manera que el CJusculínus es un buen
reservorio del virus Junin.

Esperamos que los resultados hallados aporten datos para un
conocimiento más profundo, en el modelo estudiado, sobre la
interacción virus-hospedador y en última instancia contribuyan
al control de la FRA.
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