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ABHEVIATURAS

FHA & Fiebre Hemorrdgica Argentina,

LCM ¢ virus de coriomeningitis linfocitaria,
Peis ¢ post=infeccidn.

ts : termosensible,

m 3 multiplicidad de infeccifn,

ACP : accién citopatogénica,

UFP 3 unidad formadora Qa placas,

DICTSU : dosie infectante para cultivo de tejido S0k,
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NDV : wvirus de la enfermeded de Nswcastle,
DI ¢ particula defectiva interferente.

UHA : unidad hemoaglutinante,

HHS buffer salineo fosfatado,

ARN : dcido ribonucleica,
AUN : &cido desoxiribonucleico,

loag 2 logaritmo en basse 1U,



INTROUULE 10N

Las infecciones de stiologfa viral pueden dividirse en dos grandes
grupos, de acuertio a las caracterfsticas de la interaccién que tienes lu-
gar entre el virus y su célula hudsped,

En las infecciones aqudas se tiene como resultado final la liberacidn

de nusva progsenie viral acompaiiada de lisis celular gue lleva a una des=
truccidn casi total del tejide infectado,Por su parte, en las llamadas

infecciones persistentes se establece un cierto equilibrio entre la pro-

duccién de virus y la destruccidn celularj la célula se divide en forma
normal, mantenidndose sin sufrir dafio aparente por la presencia del virus
o de la informacidn para su produccidn.

Durante muchos afios los sstudios virolégicos se han centrado fundamen=—
talments en el esclarecimiento de las infecciones agudas gque ocasionan
graves enfermedades en el ser humano como viruela, polio, sarampién y o-
tras,Tales enfermedades presentan un perfodo de incubacidn asintomitico
relativamente breve que dura de 2 dfas a 2 4 3 semanas, durante el cual
transcurre la multiplicacidn virsl.Cuando se supera un umbral crftico de
diseminacién de virus en el organismo, aparecen los sintomas de enferme-
dad acompafiados de dafio a nivel tisular,lLas defensas antivirales del
huésped incluyen especialmente la produccidn de interferdn, anticuerpos
neutrelizantes y desarrollo de inmunidad mediada por células,0urante el
perfodo de incubacidn se movilizan todos estos mecanismos de defensa Ys
salvo nue la enfermedad resulte fatal, se detienea el proceso infeccioso

siendo eliminado el agente patdgeno del organismo dentro de las pocas
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semanas posteriores al comienzo de los sfntomas.Enfrentade a una infec=-
cidn aguda el organismo registra una respuesta del tipo "todo o nada" :
el resultado final es la muerte o recuperacidén total del individuo,

Estas enfermedades agudas pocoe a poco estdn siendo controladas median—
te el empleo de vacunas adecuadas y es as{ como se ha ido desplazando el
interds de las investigaciones hacia el estudio de las infecciones persis-
tentes,

£l concepto de persistancia no es nuevo y puede apligarse a un amplio
rango de microorganismos, siendo un hecho bastante frecusnte en infeccio=-
nes con ciertos proteozoos, bacterias, ricketsias, clamidias y virus (1),
Los virus pueden persistir en la célula por meses o afios en un estado in=
fectivo completo, en una forma no infecciosa en la nque sdlo se detectan
antf{genos virales o como &cido nucleico integrado a la cdlula.

£l origen de la infeccidén persistente puede deberse a fallas de los
mecanismos de defensa del hudsped que deben eliminar de los tejidos los
microorganismos invasores.Ue este modo, la persistencia representa una ven=-
taja selectiva para el virus que logra perpetuarse aen la naturaleza, ya
sea porque el animal crdnicamente infectado elimina virus constantemante
0 porque en determinado momento el genoma uviral gue se transmite de célula
a célula se activa por algdn factor determinado, desencadendndose la sfn-
tesis de virus infectivo, que puede salir al extracelular y pasar luego a
otro hudsped. |

En general, los virus gue dan infecciones persistentes son aquéllos que
causan m{nima citopatologfa, dado que la sobrevivencia del hudsped resulta

fundamental para la propagacidn del virus en la naturaleza,Aunque la aso=-



ciacidn entre virus persistente y hudsped haya alcanzado un grado de es-
tabilidad con minima patogenicidad, estas infecciones persistentes no son
completamente inocuas ya gue existe la posibilidad de activacién del pro-
ceso infeccioso con manifestaciones clinicas, cumo as{ también la produc-—
cién a largo plazo de diversos efectos deletéreos sobre el organismo (an=
fermedades inmuneopatolégicas, neoplasias, etc,.), que pueden originarse
por la presencia de antfgenos virales circulantes o del genoma viral gue

al estar integrado codifica por protefnas extrafias al organismo,

Persistancia in-=-vivo,

kn la actualidad se conocen numerosos virus patdgenocs para el hombre
nue son capaces de originar infecciones prolongadas (1).Los mecanismos
citopdticos y manifestaciones clfnicas asociados a este tipo de infeccio=
nes son muy variados, resultando dificil clasificarlas en forma satisfac-—
toria,Segun Fenner (2), las infecciones persistentes de los animales se

agrupan en tres categorfas, aungue puede haber alguna superposicidn :

1)infecciones latentes : san infecciones persistentes con episodios
agudos intermitentes de enfermedad entre los guales el virus no es gene-

ralmente detectabls,

2)infaccinnqg crdnicas ¢ son anuéllas infecciones persistentes en las

nue el virus es siempre demostrable y a menudo parcialmente eliminadao,
pero la anfermedad estd ausents o sobreviena tardfamente asocieda con

disturbios inmunopatoldgicoes,

3)infecciones lentas : son infecciones persistentes con un larbo

perfodo de incubescidn durante el cual la concentracidn de virus en el

organismo aumenta gradualmente hesta que se produce enfermedad manifies-—



B

ta, la gue resulta generalmente letal,

En todos los casos, es poco lo que se sabe acgrca del mecanismo de
control y mantenimiento de la relacidn virus-cdlula a travds del tiempo,
Entre los numerosos virus responsables de originar en los animales

infecciones crénicas se sncuentran los Arenavirus (3), género que com-
prende 8l virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCM) (4), el virus

de Lassa (5) y los virus integrantes del complejo Tacaribe (6).A este dl-
timo grupo pertenecen, entre otros,el virus Junfn, agente etiolégieo de
la Fiebre Hemorrdgica Argentinea (FHA) (7), y el virus Tacaribe (B8), que
presenta una muy estrecha relacién antigénica con el anterior a pesar ds
no resultar patdgeno para el hombre ni para ningdn animal adulto (9),

£l virus de LCM, prototipo del grupo Arenavirus, estd considerado co-
mo el sistema modelo mé&s ampliamente estudiade de infeccidén persistente
in=-vivo.,Le produccién de enfermedad en un ratdén por infeccidn con el vi-
rus de LCM dependerd de una respuesta inmune positiva, ya que se sabe que
los ratones recién nacidos inoculados con el virus sobreviven a causa de
la falta ds esta respuesta (10).,Los ratones adultos en cambio mueren in=-
variablemente como resultado de la infeccidn a menos que se los trate con
rayos X o se les administre inmunosupresores, en cuyo caso al igual que
los recién nacidos inoculadué guedan persistentemente infectados,

Los ratones que presentan infeccidn crénica con virus de LCM aparecen
como normales durante el primer afio de vida, sin embargeo a medida que pa=-
sa el tiempo mayor es el nimero de células infectadas y también la reac-
cidn del sistema inmune contra el virus y las células donde multiplica,
de modo que pasado ese primer afioc los animales desarrollan una enfermedad

auvtoinmune (11) y mueren de glomerulonefritis.Experimentalmente se han



ancontrado comple jos de antigeneo=snticucrpo atrapades en los capilares
del rifién dando lugar a la reaccidn inflamatoria del mismo (12),

£l virus Junfn, relacionada antigénicamente con el virus de LCM, pro-
dure en gl ratdn recién nacido una encefalitis mortal cuando se lo infec-
ta experimentalmente por vfa intracerebral (13).,También en este caso la
encafalitis es debida a una reaccidn inmunolégica de tipo celuls. pueste
r la timectomfa (14)(15) o el tratamiento con suero antitimeccito inhi-
ben las munifestaciones neuroldyicas (16)(17)(18).L1 virus auitlplica en
el cerebs. <@ los ratones recidén nacidos timectomizados o ratones adul-
tos sin producirles enfermedad, de donde se deduce gue no ©s la replica-
widn virs! !la gue afsecta directamente al hudsped (19),

£1 virus Junin puede aislarse de ratones aparentemente normales cuyo
habitat son las zonmas de las provincias de Busnos Aires y Cdérdoba donde se
producen las epidemias de FHA (2U).Estos animales eliminan continuamente
virus por orina y saliva y tienen viremia constante, no presentando anti=-
cuerpos fijadores de complemento detectables,lLa infeccidn experimental
de roedores siluestres del ogdnero Calomys musculinus tambidn lleva sl de-
garrollo de wun estado de persistencis viral con eliminacidn constante de
Virus, especialmente por saliva,A trauvés de esta vfa se facilitarfa le
diseminacidn del virus en la naturaleza y, al irrumpir el hombre en la zo-
na infectada constituye un nuevo huésped susceptible para el virus, gue
se manifiesta entonces en forma virulenta producidndole una enfermedad t{-
pica conocida como FHA,En el hombre, hudsped no natural, no se ha investi-
gado si el virus Junin persiste por mucho tiempo,Sin embargo, estudios re-

cientes realizados con personal de laboratorio gue astuvo en contacto con
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el virus sin presentar sf{ntomas de enfermedad, indicarom que hubo desarro=
llo de anticuerpos especfficos contra sl mismo (21).,Esta svidencia de ine
feccidn subclfnica no permite descartar totalmente la posibilidad de que

ocurran en el hombre infecciones prolongadas con virus Junfin,
Persistencia in-vitro,

Ademds de producir infecciones crdénicas en animales en la naturaleza,
la mayorfa de los Arenavirus tienen la capacidad de originar cultivos per=
sistentements infectados in-vitro, por 1o gue podrfa decirse que ésta es
una propisdad caracterfstica de este grupo de virus,

Los cultivos crdnicamente infectados se han utilizado como modelos pa=-
ra el estudio de las infecciones persistentes in=vivo desde loe primeros
tiempos del desarrolloc de la metodologfa para cultivo de tejido,5e han sa=
tablecido infecciones crdénicas con cdlulas derivadas a partir de difersn=-
tes tejidos y sspecies animales y con virus de casi todos los grupos taxo-
némicos, incluyendo virus a ARN y ADN (22), cubridéndose un panorama mucho
més amplio que en las infeccioness persistentes in=vivo,

De acuerdo & los criterios establscidos por Walker (22), la gran varie-
dad de interacciones virus-=cédlula gue han sido descriptas como infecciones
persistentes de células cultivadas puede ubicarse en dos categorfas : in-

fecciones requladas y cultivos "carrier",

Las infscciones requladas son comunes a la mayorfa de los virus a ARN
poco citoc{dicos que maduran por brotaecién.Las mayorfa o todas las células
del cultivo estdn infectadas, a pesar de lo cual su metabolismo y multi-

plicacién no se alteran,Hay transmisidén intracelular de la infeccidn a



trauds del procesc de mitosis.Las células liberan continuamente virus ine-
feccioso pero la velocidad de multiplicacidn del virus es lo suficiente=
mente lenta para permitir que haya sobrevida gelular,.,Se postula gue me=
canismos desconocidos, probablemante msdiados por el genoma celular,
controlan en forma eficiente la maduracidn y/o liberacidn de partfculas
virales,Este tipo de infsccidn no se cura per el agregado de anticuerpos
eapecf{ficos al medio de cultivo,

Por el contrario, los denominados cultivos "carrier" contisnean una pa=-
onuefiea proporcidn de células infectadasj sn ellas tiene lugar um ciclo
normal de multiplicacidn viral que termina com la muerte celular, pero
el virus liberado infecta solamente un nimero pequefio de las células res-
tantes.Esta reinfeccidn puedd hallarse limitada por diversas condiciones
especiales de cada sistema virus=célule : resistencia gandtica de las
células a la infscciénj presencia en el medio de agentes antivirales ge-
nerados por las células infectadas (interferdn) que evitsn que los cul=
tivos sean rdpidamente destrufdosj interfersencia; etc,5i se previens la
rainfeccidn continua medisnte el agregedo de altas dosis de anticuerpos
o interfardn, el cultivo "carrier" a menudo se cura de la infecciédn,
puesto nque asf{ se evita la transmisidn extracelular de la misma,

A pesar de que se conocen numerosos sjemplos de infecciones requladas
y cultivos "carrier", estos critsrios ds clasificasidn son de relativa u-
tilidad ya que no pueden aplicarse a muchas de las infecciones persisten-
tes conocidas.En muchos sistemas se presentan ceracterfsticas comunes a
uno y otro grupo, debido a gue puede ocurrir a través del tiempo un pro=

ceso evolutivo en el tipo de relacidn virus-célula que se astablece,



Tambiédn son veriados los mecanismos qus se han sugerido para explicar
el establecimiento y mantenimiento de la infeccidn persistente,Huang y
Baltimore (23) postularon gue partfculas virales defectivas interferentes
cumplen un rol fundamental en la evolucidén de las infecciones persisten-
tes, regulando la produccidn de virus.Esta teorfa se apoya en la gran
cantidad de sistemas crénicamente infectados & partir de los cuales sa
han aislado particulas virales defectivas en su replicacidn psro con capa-
cidad de interferir en la replicacidén del virus parental utilizado para
iniciar la infeccién crénica.Para el virus de estomatitis vesicular (VSV)
se ha demostrado que la presencia de ssas partfculas defectivas en sl
stock original de wvirus es imprescindible para gque pueda sstablecerse in-
feccidn: persistents en cultivo (24).

En otros sistemas, se ha comprobado gqus la infeccidén persistente ssté
asociada a mutantes termosensibles (ts) del virus (25).Preble y Youngner
demostraron con el virus de la enfermedad de Newcsstle que ocurre selec-
cién de mutantes ts en el establecimiento y mantenimiento de infecciones
persistentes en distintos tipos de cultivos celulares (26)(27).Es cada vez
mayor el ndmero de cultivos crénicamente infectados a partir de los cuales
se alslan virus gue difieren del parental en su capacidad de replicar a
temperaturas elevadas,As{ ocurre para los sistemas virus de estomatitis
veaicular-célulaa L (28)3 virus Sindbis-cultivos de Aedes albopictus (29)3
virus de sarampién-fibroblastos de embrién de hamstsr (30)3 virus Sendai-
cdlulas BHK (31)s virus de la encefalitis squina del oeste=células de ra-
tén (32)j;etc.Estos estudios indican que la ssleccidn de mutantes ts en

infecciones persistentes no estéd limitada a un tipo particular de virus o
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de cédlulas cultivadas,

La seleccidn de mutantes virales termosensibles y la produccién de per=
tfculas defectivas interferentes en infecciones persistentes no parecen
ser mecanismos mutuamente excluyantass, habiéndose descrito sistemas en los
que se presentan ambos fendmenos (33).

Recientementes se ha propuessto un tercer mecanismo para explicar la per-
sistencia de ribovirus en células eucarifticas.Estos virus tendrfan la ca-
pacidad de formar intermediarios provirales de ADN que se integran al ADN
celular, en forma similar & lo gque ocurre con virus oncogénicos, perpe=
tudndose de esa manera en células de mamiferos gue se dividen activamente,
sin que ocurra expresidn genédtice viral detectable.,Se ha observado ese es-
tado de integracidn de los genes virales al cromosoma celular en cultivos
persistentemente infectados con el virus respiratorio sincieial (34) y
con sarampidén (35),

Todos estos estudios sefialan la complejidad de la relacidn gus se esta-
blece entre el virus y su célula hudsped en la infeccién persistents, sien—
do diffcil evaluar la importancia relakiva de cada une de los factores res-—
ponsables de la regulacidn del proceso infeccioso en cada caso,

En el grupo Arenavirus se han descrito infeccionss de sste tipo con vie=
rus de LCM (36)(37)(35), Parana (39), Pichinde (40) y Junfn (41)(42).La ob-
tencién de lf{neas persistentemente infectadas con estos agentes es un hecho
frecuente y reproducible que no reguiere candiciones especialss de trabajo,

Una de las caracter{sticas comunes a las infecciones crénicas originadas
in-=vitro por los Arenavirus es la produccidn cfclica de virus estandar du=

rante los primeros pasajes de las células infectadas,Lusgo no se pusde de-



tectar virus en forma directa aungque puede haber iniciacién de sfntesis
viral al inocular célulass normales con sobrenadantes de las lf{neas crdéni-
camsnte infectadas, sugiriendo la presencis de bajeos niveles de virus es=-
tandar (39).Esto lleva al establecimiento de una infeccidn de tipo "regu-
lado" en los pasajes tardfos de las 1fneas, registrédndose en la mayor{a
de los casos un alto porcentaje de células con antfgeme viral detectable
por inmunefluorescencia en ausencia de célules capaces de producir virus
completo.Coincidentementa, Pfau y colaboradores han descrite la aparicidn
en loe sobrenadantes ds lae l{neas crdnicamente infectadas com LCM, Paras-
na y Pichinde de actividad interferente con la replicacidn del virus es-
tandar.tsta propiedad interferente ha sido asignada a partfculas viralaes
defectivas cuys accidn es nautralizada por inmunosuero espec{fico y resis=-
tente a la luz ultravioleta (43).Es asf que estos autores afirman que la
svolucién de las infecciones persistentes con Arenavirus esté condiciona-
da por la sintesis de partfculas defectivas,Trabajos de investigacién re-
alizados por otros autorss en célulss L persistentemente infectadas con
LCM revelan la presencia en los mismos de bajos nivelss de una variante de
LCM de crecimiento lento, no formadora de placas, no patdgena para ratén y
diffcil de d;tactar (44), hebidndose postulado que el desarrollo de varian-
tes virales de crecimiento lento y determinado tropismo puade ser factor
determinante sen a8l establecimiento de la persistencia,

En @l caso particular del virus Junf{n, se presentan dos tipos de inter=
accién in-vitro, segdn la cédlula hudspsed.En la mayorfa de los cultivos
primarios y lfneas celulares estables sstudiados sl virus multiplica sin

producir efecto citopético aparente pero rindisndo altos tftulos (45)(46),



Solamente se ha descrito desarrollo de accidn citopatogdnice en célulaa
HelA (47), Uero (48) y cultive mixto de HalA-rata (49).A6n en esos casos,
el efecto 1ftico de la infeccidn es moderado y depende ﬂa las condiciones
de cultivo,

La 1fnea de células de rifidn de mono verds africano VERO (50) ha de=
mostrado ser hasta ahora la mds adecuada para el sstudio de los virus del
comple jo Tacaribe.En ellas se cumple primero una stapa 1lf{tica da infeccidn
con gran destruccidn celular, seguida luego de un proceso de recuperacién
del tejido gue de lugar a regeneracidén de la monocapa,Asf se han podido
establecer sublfneas de células VUero persistentemente infectadas con 1la
cepa atenuada de virus Jundn XJCl3 (41)(42).La infeccidn persistente con
virus Junfn en células Vero fue estudiada enfatizando particularmente las
variasciones de susceptibilidad viral producidas en la célula por la presem
cia del virus, habidndose demostrado una resistencia absoluta y espec{fica
pera virus del complejo Tacaribe (51).Hay aislamiento muy esporddico de vi-
rus infectante a través de estos cultivos mantenidos por mumerosas genera-
ciones (41),El virus puede aislarse a partir de los axtractos celulares
pero nunce de los sobrenadantes, siendo infeccioso para ratén lactante y
cobayo pero no para células Vero.La incorporacién de antisuero contra wi-
rus Junfn al medio de cultivo no gura la infeccién, lo que sugiere que sl
virus pasa de célula a célula durante el proceso de divisién,Otros autores
encontraron que este sistema produce uma mayor proporcifén de virus inter-

ferente, probablements defectivo (42).



Ob jetivo de esta investigscidn,

De acuerdo a esta breve resefia resulta evidente gus una de las propieda=-
des bioldégicas més importantes del virus Junin es su capacidad de sstable=
cer infecciones persistentes, cuyo mecanismo de control y regulacién no ss=-
td adn debidamente aclarado,

El objetivo de este trabajo de investigacidn, cuyos resultados aquf se
pressntan, fue sstudiar detalladamente y desde diferentes perspeectivas sl
fenémeno de persistencia im-vitro de los virus Junfn y Tacaribe.Las inves-
tigacienes sncararon el estudio ds las alteraciocnes que pudo haber ocasio-
nado en la célula la presencia continuada del wirus, la caracterizacién de
las propiedades del wvirus liberado durante la infecciém persistente raespsc-
to de la cepa parental y sl andlisis de los distintos factorss que puedsen
determinar el establecimiento y mantenimiento de la persistencia de ambos
virus,

El andlisis de este modelo in-vitro pretende ser una contribucién al
esclarecimiento del mecanismo que regula la persistencia del uirua Junfn
en los roedores silvestras, gua permiten la diseminacién del wirus en la

naturalsza y el posible contagio del ser humano,



MATERIALES Y METODOS

VIRUS

Jdunfn : se trabajé con la cepa de virus Junfn atenuada denominada
x3c13 (52), mantenida en el laboratorio por pasajes a través de cerebro
de ratén lactante, en el pasaje nimero 4 a partir de clonada,

Tacaribe : se empled la cepa TRLV 11573, crecida en cersbro de ratén
lactante,Los tftulos de los stocks de virus Junin ;-Tncnriha fueron del
orden de 108 UFP/ml para células Vero,

Virus de estomstitis vesicular (VSV) : se trabajé coni un stock de
la cepa Indiana preparado en células L, utilizando sobrenadante y cé-
lulas a las 48 horas despuds de la infeceidn, con un tftule de 8.?x105
DICT50/ml para células L,

Virus de la enfermedad ds Newcastle (NDV) : se utilizd la cepa Vic-

toriay los stocks ss prepararon inoculando embriones de pollo de S dfas
y, cosechando @l l1fquido alantoideo a las 48 horas post=infeccidn (p.i.).
£1 tftulo de los stocks fues ds 128 UHA/ml,

Virus de poliomielitis ¢ se usé la cepa Sabin (vacuna) que contenfa
las cepas de Polio tipo I, II y III, despuds de sgr pasadas dos veces
por células HelLa y una vez por Vero.,El tftulo en célules Vero del
stock usado fue de 3.8x10% UFP/ml,

Virus de sarampidn : se trabajd con un stock de la cepa Edmonston qus

habfa sido preparade en células Vero, con un tftulo de %xlﬂs UFP/ml,

Virus Sindbis : stock preparado sobre fibroblastos de embridén de po-

lle primario, cosachando el sobrenadante a las 24 horas p.i.,El t{tulo
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ohtenido fue 10 DI50/ml en embrién de pollo,

Virus Herpes simplex tipo I 3 stock preperado sobre células HEP-2, @

partir de sobrenadante y cédlulas, teniendo un tftulo em RK=13 de 2.5:1011

UFP/ml,
CULTIVOS CELULARES

Células VUero : en esta investigacién se emplearon dos lfneas de célu~
las Vero (rifidn de mono verds africano), crecidas ambas en monocapa so-
bre auperficies de vidrio,Una de ellas, en la gue se realizaron tofios los
satudios viroldgicos y a partir de la cual se derivaron las sublfneas
persistentemente infsctadas que ss describen, fue obtenida de la Ora,Sa=
lum y se mantuvo en sl laboratorio por repiques semanales esn medio 199
conteniendo 15% de suero de ternera inactivado y-SDug/ml de gentamicina,
Se la smpled entre los pasajes B0 y 150 in-vitro.,lLa otra lfnea de célu=
las Vero, utilizada dnicamente pera las titulaciones de los virus Jun{n
y. Tacaribe fuse sumunistrada por el Dr.Larghi y se mantuvo por repiques
samanales con medio 199 adicionado de 5% de suero de ternera inactivado
y antibidticos, siendg utilizada entre los subcultivos 150 y 200,Los im=
tentos de adaptar la primers 1{nea a las condiciones ds crecimiento de la
segunda, disminuyendo la concentracidn de suero del medio no fueron exi=-
tosos pues no hubo multiplicacién celular con formacidn de buenas mono=-
capas por debajo del 104 de suero.La susceptibilidad de las dos l{ineas a
los virus Junfn y Tacaribe fue similar ya que los stocks de virus titu=-
laban en ambas lfneas con la misma eficienciaj sin embargo, las diferen=

tes condiciones de mantenimiento aparsntements influyen. sobre las carac=



terfsticas de la relacidn virus-hudsped que ss establece como se detalla=-
ré més adelante,

Cultivos estacionarios de célules Vero infectados con los wirus Junfn
o Tacaribe : se obtuvisron infectando células VUsro en el pasaje 86 a una
multiplicidad de infeccidn (m) de 0,2 UFP/célula con los virus Junfn o
Tacaribe.Estos cultivos se mantuvieron sin repicar, con cembios de medio
nutritive (medioc 199 conteniendo 6% de suero inectivade de ternera) cada
48 horas, durante un psrfodo de 35 dfas,.

Sublfnea Uero-J] : esta sublfnea se originé a partir de células Vero
infectadas com virus Junfn a una multiplicidad de infeccidn de 0,2 en el
subcultivo 119.Despuds de una intensa accidn citopatdgena acompafiada por
la destruccién de més del 90% del tejido, las células se recuperarom re-
generando la monocapa,A partir del 1892 dfa despuds de la infeccién el cul=-
tivo se repicd semanalmente, manteniendo las células en medioc 199 con sue=
ro de ternera inactivado al 10% y antibidticos.Los resultados que se pre-
sentan en este trabajo se obtuvieron utilizando la sublfnsa hasta el pa=
saje 70, lo que squivale a 290 dfas de vida in-vitro,

Sublfnea Vero=T : esta sublfnea se obtuvo sn forma similar a la Vero=J
con la fnica diferencia que para la infeccidn se usé virus Tacaribe.Se la
estudid durante 70 pasajes in=-vitro,

Cocultivos : ss mezclaron suspensiones de 106 células Vero=J con 105
células Vero normales, sembrédndoss as{ seis botellas de 90 cc de capscidad
en medio 199 con 10% de suero inactivado ds ternera.Los cocultivos ss ob-
servaron al microscopio éptico durante 4 dfas, junto com cultives simples

de células Vero y Vero-J] como controles,A las 24 y 48 horas se cosechd so-
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brenadante y células de dos ﬁucultivns Vero=Vero=J y dos cultivos de Ve-
ro-J a los efectos de titular el virus infeccioso extra e intracslular
presents en cada caso.Para virus intracelular se congelaron y desconge=
laron dos veces las botellas con cédlulas, habiendo recogido previaments
el sobrenadante, lavado la monocapa con eolucién sslina fosfatada (PBS)
y agregado 1 ml de medio de mantenimisnte.,Despuds del segundo desconge-
lamiento, la suspensién se centrifugd para eliminar restos celulares 10
minutos a 1500 rpm y el sobrenadante de dicha centrifugacidn se titulé

como extracto celular,

PREPARACION DE STOCKS DE LOS VIRUS JUNIN Y TACARIBE

T e T

Cerebro de ratdn lactante & ratonss albinocs de 24-48 horas de edad se
inocularon intracarebralmente cun:m3 DLSO0 de virus Junim o Tacaribej al
79 dfa despuéds de la infeccidn se sacrificaron los animales y se cose-
charon los cesrebros.Se prepard luego un homogeneizado al 10% de cersbro
de ratén en solucién de buffer fosfato isotédnico pH 7.4, conteniendo sue-
ro de ternera inactivado sl 10%.E1 homogensizado se centrifugd a 13000g
por 45 minutos utilizande el sobrenadants como fuents de virus (53).Los
stocks da virus se guardaron a =709C, siendo los tftulos aproximadamen=
te 10° UFP/ml,

Células Vero : se infectaron cédlulas Vero a diferentes multiplicida=
des, de acuerdo a las caracterfsticas del material,El virus se dejé ad=
sorber por una hora a 379C con agitacidn periédica cada 15 mimutos,Al ca=-

bo de ese tiempo se retird el indculo y se le agregd medio de manteni=-

miento,Al 49-62 dfa p.i. se cosechd el sobrenadante y se centrifugd a



1000 rpm 10 minutos para eliminar restos cslularas,El sobrenadante asf{

obtenido se usdéd como fuente de virus,

DETERMINACION DE INFECTIVIDAD

Todas las muestrae de virus Junfn y Tacaribe fueren tituladas en céd-
lulas Vero por registro de la accidn citopatogénica (ACP) o mediante la
técnica de unidades formadoras de placas (UFP), método este dltimo qus
previamente debidé ser puesto a punto debido a le poca reproducibilidad
de los resultados obtenidos usando la técnica descrita por otros asutores
(48)(54),

Titulacidn por obssrvacién de la accidn citopatogénica para cultivo,

Diluciones decimales seriadas de virus se inocularon en cantidades de
0.2 ml en cultivos de células crecidas en tubos de ensayo al 292 o 32 dfa
después de la sismbra,tEl indculo se dejé adsorber por una hora a 37°C,
luego se extrajo y agregd a cada tubo 1 ml de medio de mantenimiento (199
adicionado de 3% de susro inactivado de ternera),.Se usaron 4 tubos por
dilucién,Los cultivos sa observaron diariamente al microscopio dptico
por un perfodo de 10-12 dfas y se tabuld la ACP de 0 a 4 de acuerdo a
lo que se describird mds adelante.,La DICTS0 (dosis imfectante para cul=
tivo de tejido 50) se calculd de acuerdo al método de Reed y Muench(55),

Titulacién por formacidn de placas,

Ensayo de formacidn de placas : cédlulas \lero crecidas en botellas de

90 cc de capacidad se infectarom al tercer o cuartoc dfa de sembradas con
0.4 ml de la dilucidn adecuada de muestra a titular,S5e dejé adsorber el

virus duramte 1 hora a 372C con agitacidn suave cada 15 minutos,lLusgo de



la adsorcién se retird el indculo, se lavd la monocapa con PBS y se cu-—
brid con B ml de medio sdlido nutritivo.Las botellas se incubaron en
forma inuertida por el tdrmino de 7 u 8 dfas a 378C en la oscuridad,Al
cabo de ese tiempo se revelaron las placas fijando las cédlulas con for=
mol al 10% durante 30 minutos y, una vez extrafdo el agar, se tifieron
por el agregado de una solucién de cristal violeta gue se mantuvo duran=-
te 15 minutos,

Medio usado para cubrir las células :

Soporte deido ¢ se ensayaron varios tipos de agares y agarosas de di-

ferentes grados de pureza,Lada solucifn de agar preparada a una concen-

tracidn final del 2% en agua bidestilada se sometid a un lavado continuo
con agua corriente durante 7 dfas y posteriormente a varios lavados con

agua destilada,

Medio nutriente ¢ se utilizd una solucidn salina de Earle de doble

concantracidn, conteniendo 6% de hidrolizado de lactoalbdmina al 5%; 6%
de extracto de levadura al 1%; 10% de suero de ternera inactivado y anti=-
bifticos.,El pH se ajustd a 7,2-7,4 por el agregado de bicarbonato de so-
dio,

£1 medio usado para cubrir las células consistid en la mezcla de par-
tes iguales de nutrientes y solucidn de agar, de modo gue la concentra-=
cidén final de este Gltimo resulte del 1%.

Las condiciones anteriormente descritas para el ensayo de titulacién
por formacidn de placas se establecieron luego de un detallado andlisis
de lous reguisitos necesarios para obtenesr resultados exactos y reprodu=-

cibles con esta técnica.,Con ese fin, se considerd en forma comparativa



sl aspecto, morfologfa, tamafio y ndmero de las placas producides por el
virus en diferentes condiciones experimentales, analizando esn cada caso
la influencia de los distintos factores que se esnumeram a continuacién @
a)Estado fisiolfgico de las células : las primeras titulaciones se
realizaron utilizando los cultivos en el momento en que las monocapas
de células eran confluentes,Posteriormente se buscd establecer cufl era
la fase celular de crecimiento més apropiada para llevar a cabo la in-
feccibdn,Pars sllo, se infectaron con virus Junin células de diferentes
edades, procediendo luego tal como se describiera en el snsayo de pla-
cas,Al octavo dfa p.i. los cultivos gue fueron infectados cuando las
células estaban multiplicando activamente, ss decir a las 24 y 48 ﬁb—
ras después de sembradas, presentaron placas apenas distinguibles so-
bre sl resto del tejido celular, que aparecid como una monocapa muy
tenue,Por el contrario, con células que se encontraban en estado esta-
cionario al momento de la infeccidn, o sea 96 horas después de sembra-
des, las placas fusron bien visibles y de mayor tamafio, mientras que
la eficiencia relative de plagueo se incrementd en més de dos veces,
Para dilucidar si era realmente necesarioc que las cédlulas hubieran
alcanzado el estado estacionario o solamente se requerfa una adecuada
densidad celular, se repitid la infeccidén de células de 24 horas de
edad duplicande el ndmero de cédlulas sembradas por botella.lLos ressul=
tados fueron similares a los anteriores,

b)pH de adsorcidn : se investigd la relacién existente entre varia-

cién de pH del medio diluyente del indculo y eficiencia de plaguso, no



encontréndose diferencias significativas para el virus Junfn en el rango
de pH 6,4=7,4,A pH 6,4 8l titulo obtenido fue l.QxIDB UFP/ml mientras
que a pH 7.4 el valor fue 1.7x10B UFP/mle

c)Toxicidad de la capa séflida : la fracciéh egaropectina del agar com=
tiene sustancias inhibidoras que impiden la formacién de placas por algu=-
nos virus (56).En nuestro caso, ademds de sse efecto directo sobre el wvi~-
rus se dsbe considerar la accién que estas sustancias pueden tener sobre
lag células, debido al prolongado tiempo de inecubascidn que se requiere
para el desarrollo de las placas,

En la Tabla 1 se ven los datos obtenides al titular los virus Junin y
Tacaribe utilizando distintos tipos de agares y agarosas.En forma compa=-
rativa se probéf la eficiencia de la formacién de placas en medio sélido
lavado y, 8sin lavar de las siquientes marcas y clases : ILomagar N2 2
Oxpidj Agarosa Sgakem lotes 711205 y 2914023 agarosa cbtenida de acuardo
al método descrito por Barteling (57) que demominamos agarosa Bj agarosa
francesa y agar=agar,

La agarosa francesa y el Ionagar N@ 2 sin lavar permiten la ocbtencidn
de placas solamente cuando el estado fisioldgico de las células usadas
es dptimo.Despuds de ser sometido a le tdcnica de lavado el lonagar re=
sulte ser tan eficianta como la Agerosa Seakem, la gue previamente pare=
c{a ser la dnica capaz de dar resultados repetitivos,

Algunos autores han ssfialado gue el grado de electroendosmosis de um
agar esté relacionado con su falta de toxicidad para determinedos virus

(S8).De acuerdo a esto, se decidié estudiar si sl proceso de lavado hab{a
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TABLA 1

elacidn sntre la formacién de placas y el porcentaje ds electroendosmosis

del agar usado

Medio sélido T.ftulu8 Electroen, Caracterfsticas de
(UFP/mlx107) % las placas
a e
Ionagar 2 2t | 25 muy turbias
lonagar 2b 1,0 24 turbias de centro
1ftico
Agarosa Seakem® 1.5 12 turbias y claras
Agarosa Seakem’ - 12 no se probd
Agarosa g® 1,2 0 claree y pequsfias
b
Agarosa B 1.4 0 turbias
Agarosa francesa 1,2 16 turbias, poco vi=
sibles
Agarosa Francasab 1.1 14 turbias, poco vie
sibles

a : sin lavar 3§ b : lavado 3 c : placas turbias son las que presentan
una base de cédlulas muertas cuando se las observa al microscopio,



modificado el grado de electroendosmosis del agar.El porcentaje de slsctro-
endosmosis de cada muestra de agar se determind de la siguiasnte manera @
se prepararon soluciones al 2% de cada agar, mezcldndolo luego en volime-
nes iguales con buffer veronal,Se cubrisron portaobjestos con una pelfcula
de agar comdn (0,1 ml que se extendid com una varilla), secdndolos a 379C
15 minutos.Lusgo se volcé sobre cada porta 3 ml de la solucidn de agar o
agarosa en buffer,Una vez bien solidificado, se hizo un orificio em el
centro con una pipeta Pasteur, sembrdndose en &1 una gota de suero de co=-
nejo.lLuego de efectuada s corrida electroforédtica se tifid conm solucién
colorante de negro amido por 4=5 hores y se decolord en acético-gliceri-
na,El porcentaje de electroendosmosis se calculd efectuando el cociente
entre las diatanciss resorridas por la globulina y la slbdmina hacia a-
tréds y adelante del punto de siembra respectivamente,

Us los datos expusstos en la Tabls 1 resulta svidente que el grado de
electroendosmosis no disminuyd significatiwamente por sl lavadoj ademés
8i bien la agarosa no tisne elsctroendosmosis, no resulta mejor gue el
lonagar lavado que tiene un 24% de slectroendosmosis,Por lo tanto, lo
dnico que se puede assuverar es que el lavado elimina algdn factor soluble
téxico para las cflulas o para el virus,

d)Influencia del oxfgeno : para conocer los requerimientos de oxfgeno
de los virus Junfn y Tacaribe, se titulé una dilucién estandar de los
mismos en varias botellas, cubriéndose c/u de ellas con diferentes vold-
menas de medio sélido,Para poder obtener placas sl espesor de la capa de

agar debfa ser superior a U,3 em, lo gue resultd equivalente a 8 ml de
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medio de acusrdo a la capacidad de las botellas usadas para crecer las
células,

e)Volumen de indéculo : se buscd establecer el volumen de infculo vi=

ral que permitiera la mdxima adsorcidm de virus y al mismo tiempo una
buena distribucién de las placas,

Para ello se infectaron monocapas de cdlulas Vero con: 100 UFP de vi-
rus Junfn dilufdses con voldmenes crecientes de medio 199, desde 0,2 ml

haste 1,0 ml.5e procedid luego en la forma ya descrita,

TABLA 2

Efecto de la variacidn del volumen de indculoc sobre les adsorcidén del

virus Junfn en células Vero

Volumen Eficiencia relative
(ml) de plagueo
*
352 100
0,4 53
U.6 65
0,8 45
) 1A 8| 56

*Al méximo tftulo de virus obtenido que fue l.SxIUB
UFP/ml se le asigné una eficiencia del 100%,
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Se obtuvo mayor eficiencis de plaqueo cuando se inoculd menor volumen
(Tabla 2),

f)Concentracidn de suero : se determind que la mayor eficiencia de

plagueo se consigue con una concentracién de suero del 5%,Para ello se
titulé una cantidad constante de virus Junfn o Tacaribe, variando el sua=
ro presente en el medio sflido nutritivo desde 2 sl B%.Los resultados
obtenidos con cada concentracidén de suero (Tabla 3) son sl promedio de

cuatro determinaciones.

TABLA 3

Efecto de la concentracidn de suero del medio sélido sobre la formacifén

de placas de virus Junin en células Vero

Suero T{tulo Caracter{sticas de
% (UFP/m1x10") las placas
2 Y el poco visibles
3 S (A turbias y pequafias
4 1,2 turbias y pequefias
S 159 bien visibles y

claras

8 1s3 visibles y peguefias
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La mayor sficiencia es una consecuencia de una mejor preservacién de
la monocapa celular durante el perfodo de incubacién,

g)Temperatura de incubacidn : es condicién primordial para la multi-

plicacién de estos virus mantener comnstante la temperatura de imcuba=-
cidn.Se realizaron experiencias variando las temperaturas de imcubacidn
de los cultivos infectados, despuds de cubrirlos con sl medio sélidoj se
probaron 329C y 39°C como temperaturas extremas, llevando paralelamente
una sarie control en cada caso a 372C.En el rango de temperaturas ensa=
yadas no se wieron diferencias en el mantenimiento de la monocapa obssr=-
vando los cultivos al microscopio.Sin embargo, a 329C las placas fueron
muy turbias y hubo uni 50% de disminucidén en el valor del tf{tulo obtenido
para el virus Tacaribs, respecto del control a 3708C,Entre 372C y 390C

no hubo grandes diferencias an cuanto a morfologfa, tamaffio y ndmero de
placas,

h)Agregado de nutrientes : en algunos sistemas virus-célula se msjo-

ran las condiciones de preservacidn celular mediante el empleo de multi-
capas sflidas o medio lfquido sobre la caps sélida,Sin embargo, las pla=-
cas producidas por Junin y Tacaribe no se ven afectadas por el agregado
de medio de crecimiento 199 a los 3 y 5 dfas después de la infeccidén,

i)Presencia de rojo neutro : las placas resultsron muy poco visibles

cuando se agregd rojo neutro al medio sélido en el momento de cubrir laas
células, come as{ tambidn adiciondndolo en una segunda capa delgada de
sgar el dfa de lectura de las placas,Por ello se prefirié revelar las

placas fijando primero las cédlulas con formol y tiffendo lusgo con cris=
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tal violeta,

kn conclusién, el andlisis de la influencia de los distintos factores
intervinientes en la titulecién permitid establecer aque pafa la obtencidn
de placas, utilizando monocapas de células Vero crecidas en botellas de
90 cc de capacidad, se debe infectar con un volumen de virus de 0,2=0,4
ml en medio cuyo pH puede variar entre 6,4=7,43 incubar a una temperatu-
ra constante de 379C3; cubrip las células con 8 ml de medio nutritivo
conteniendo 5% de suero inactivado de ternera y agar lavado en forma ade=
cuada,Las células deben estar en su fass estacionaria de crecimiento al

momento de la infeccidn (59),

DETERMINACION DE CENTRUS INFECCIOSOS

La cantidad de centros infecciosos en cultivos de células Vero=) se
midié de la siguiente mansera : monocapas de células Vero-J se tripsina=-
ron, se lavaron las células dos veces can P8BS por centrifugacidn a fin
de eliminar todos los restos de tripsina y se resuspendieron finalmen-—
te en medio nutritiveo, contédndose 8l ndmeru de células viables en una
cdmara de Neubauer,Se infectaron monocapas normales de células Vero con
diluciones decimales de dicha suspensifn celular,Después de dejar 2 horas
a 379C, se agreqgd cuidadosamente agar nutritivo y 8 dfas mds tarde se
contaron las placas como en una titulacidn habitual, determindndose as{
el ndmero de células formadoras de placas en base al hecho de que sn es-
te caso una placa se origina a partir de una célula infectada producto=

ra de virus,
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EVULUCION DE LA ACCIUON CITUPATOGENICA

Para observar el tipo de lesiones producidas por el virus en las cé-
lulas Uero se infectaron células crecidas en tubos Leighton,A diferen=
tes dfas después de la infeccidn se fijaron y tifleron las cdlulas con

May Grinwald-Giemsa y se observaron al microscopio dptico,

ESTUDIUS DE MURFOLOGIA CELULAR

A fin de estudiar las alteraciones morfoldgicas que presentaban las
células persistentemente infectadas, se hicieron crecer en tubos Leighton
cultivos de células Vero, Vero-] y Vero~T que luegoe fueron tefiidos con

May Griinwald-GCiemsa, observados al microscopio fptico y fotografiados,

ENSAYU ). NEUTRALIZACIUN VIRAL

Se trabajd con suero inmune anti=virus Junin de origen humano con
capacidad neutralizante mayer de 4 logarsitmes,0icho inmunosueroc se inac-
tivé por calentamiento a 569C durante 30 minutos,Luego se mezclaron wo-
ldmenes iguales de inmunosuero dilufdo 1:5 y diluciones decimales cre=
cientes de la muestra de virus a ensayar.bEstas mezclas se incubaron a
37eC por 30 minutos.Simulténeamente se incubaron mezclas controles de
virus con suero normal,lLuego se inocularon monocapas de cdlulas VYero cre-
cidas en tubos de ensayo cop 0,2 ml de las muestras tratadas con inmuno-—
suero y las controles, usdndose 4 tubos por dilucién,Se hizo la observa-
cidn microscépica de la ACP hasta completar la titulacidn de ambas se-
ries, calculdndose los tftulos de acuerdo a Keed y Puench (55).Los rae-

sultados se expresaron como % de neutralizacidn, haciéndose el cociente



entre al tftulo de la serie tratada con inmunosuero y el tftulo de la

serie control,

ENSAYD DE INTERFERENCIA

Cdlulas Vero crecidas sn botellas de 30 cc de capacidad se infecta-
ron con 0,2 ml de sobrenadantes correspondientes a diferentes pasajss
de la 1fnea Vero=-J.Luego de una hora de adsorcidn a 3792C, se volcd el
indculo, se lavaron las monocapas con PBS y se reinfectaron con 0,2 ml
de virus estandar XJC1, a una multiplicidad de 1 UFP/célula,Despuds de
un. perfodo de una hora de adsorcidén a 379C, se volc6 el inéculo y se
sgregd medio de mantenimiento,Simulténeamente se infectaron cultivos
paralelos de células Vero con XJCI3 solaments o con sobrenadante de Ve=-
ro-J,A las 24 horas ss cosechd sobrenadante de todos los cultiveos a fin
de titular la infectividad y determinar los rendimientos virales.El me=
dio de mantenimiento se renovd con posterioridad cada 2 dfas, observén-

dose la evolucidn de la ACP en los cultivos doble y simplemente infegc=

tados por el término de 15 dfss,

CURVAS DE CRECTIMIENTO CELULAR

Células Vero, Vero-J y Vero-T se hicieron crecer en medio 199 conte=-
niendo distintas concentraciones de suero.A distintos dfas post-siembra
se tripsinaron dos cultivos de cada serie y las células resuspendidas
en 1 ml de medio se tifieron durante 15 minutos por asgregado de 0,1 ml
de una solucidn acuosa al 0,5% de azul Tripan, colorante que permite di-

ferenciar entre células vivas y células muertas,Transcurrido ese tiempo,
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las cdlulas viables se contaron en una cédmara de Neubauar.

TECNICAS CITOGENETICAS

Para el pstudio citogendético de las lineas celulares Vesro y Vero-T se
emplearon cultivos crecidos en botellas de 90 cc de capacidad,A las 24-48
horaes de sembradas, se le aogregd a cada baotella U,3 ml de una solucién
1/10U0 de colchicina, incub&ndose luego a 379C durante 30 minutos,Transcu=-
rrido ese lapso se tripsinaron las monocapas celulares a fin de obtener
las células en suspensidn,Estas se trataron luego con una solucidn hipo-
ténica de C1K 0,53% durante 25 minutos a S?QC.Postsriﬁrmente, las células
fueron fijadas en una mezcla de metanol-dcido acdtico (1:3) durante 30 mi-
nutos a 4°C, con dos cambios de fijador.Sobre los extendidos en portaob-
Jetos se aplicaron las técnicas de coloracidn estandar con colorante de

fiiamsa (para efectuar recuentos cromosémicos) y de bandeos G (60) y C(61).
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HESULTADOS

Las infecciones originadas por los virus Junfn y Tacaribe en cdélulas
Vero presentan dos etapas marcadamente diferentes, de acuerdo al compor-
tamiento del virus : una fase inicial virulenta con produccidén de alto
tftulo de virus acompafiada de marcado efecto citopdtico, y una etapa
posterior de recuperacidn celular en la nue se establece la persistencia
viral (al),

En esta investigacidn se analizaron las caracterfsticas de la infec-
cién primaria, en la que el virus se manifiesta en forma virulenta cum=-
pliendo un ciclo 1{tico, como paso previo al estudio de la infeccidn

crénica,

INFECCION PRIMARIA

I,APARICION Y FVUOLUCION DE LA ACCIUN CITOPATOGENICA,

Los virus Junfn y Tacariba multiplican en las células Vero originanda
una marcada ACP,Para sequir la evolucién de la misma, se infectaron cé-
lulas Vero, crecidas en tubos de ensayo, a las 72 horas después de sem=-
bradas, con los virus Junfin cepa )(.'}(11:5 y Tacaribe a multiplicidades de

infeccidn que variaron en escala decimal desde 20 a 2x10_5

UFP/célula,
Luego de una hora de adsorcidn a 379C, se retird el indéculo de virus y
se agreqd medio de mantenimiento,Los cultivos fueron incubados a 379C y

observados al microscopio dptico diariamente por el término de 15 dfas

durante los cuales se renoud el medio de mantenimiento de los mismos ca-
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da 2 dfas.El grado de ACP se tabuld segdn la escala que se describe mds
adelante,

Como se ve en la figura 1, el tiempo de aparicién de la ACP depends
de la dosis inicial de infeccién.Para las dosis mayores de virus la ACP
comienza al dfa 3, mientras que para los inéculos més dilufdos lo hace
1, 2 6 3 dfas mds tarde,Para altas multiplicidades l1a reslacidn entre 1la
aparicién de ACP y la dosis no es lineal, debido probablemante al fené-
meno de autointerferencia descrito para otros Arenavirus in-vitro (62) y
para virus Junfn in~vivo (63) e in~vitro (64).La relacién linsal entre
la concentracién de virus usada para infectar y el dfa de aparicién ds
ACP recién se establece para el virus Junf{n a partir de la multiplicidad
de U,02 UFP/cél. en adslante, mientras gue para el virug Tacaribe la li=
nealidad comienza a partir de 0,002,

En las Figuras 2 y 3 se detallan el grado, evolucidén y duracidén de la
ACP segln las diferentes multiplicidades de infeccién, pare los virus Ju=-
n{n y Tacaribe, respectivamente,La presencia de ACP temprana ss caracte-
riza por la aparicidn de una cantidad reqular de células en gl sobrena-
dante (grado 1); a medida que transcurre la infeccién se observa una gran
cantidad de células en suspensidn y sobre el tejido focos aislados de cé=
lulas granulosas y oscuras (grado 2); posteriormente todo el tejido estd
formado por células radondas y se observan 4reas de lisis daonde falta la
monocapa (grado 3),.Por (ltimo, sélo permanecen adheridas al vidrio algu=
nas zonas conatitufdas por cédlulas oscuras (grado 4).Los sstadfos en los

nue se produce la involucién de la ACP se pueden asimilar a esta grada-

cidn,
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FIGURA 1

Nparicidn de la accidén citopatogénica en células Vero infectadas

con virus Junfn o Tacaribe, en funcidén de la dosis infectante.
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_FI1GURA 2

Lrado y evolucidn de la ACP en células Vero infectadas con virus

Junfn (XJCl_ ) a distintas multiplicidades.
wd

ACP

= M= 2

- i M=02
L [--rr ---m

r -----1.- M =0.02
E J I-FF

----T-r.---. M= 0002

M= 0.0002

L




CITOPATOGENICA

ACCION

-35=

FIGURA
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Lrado y evolucién de la ACP en_células Uero infectadas con virus

Tacaribe a distintas multiplicldadss,
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Se puede apreciar (Figura 2) cue el mayor grado de ACP aparece en los
cultivos celulares infectados a baja multiplicidad (0,02), sefialando nus=
vamente la presencia de autointerferencia,A pesar de la gran destruccidn
celular que afecta mds del 90% del cultivo entre 6-7 dfas p.i., éste en=
tra luego en una etapa de recuperacidn, regenerdndose la monocapa y pro=-
duciéndose la involucidn de la ACP al cabo da 2-3 dfas,

t1 aspecto del tejido recuperado no es el normal ya gque presenta acd-
mulos de células oscuras, que guedaron adheridas al vidrio y a partir ds
las cuales se reaqenerd el cultivo.,La destruccidn y recuperacién celula=-
res ocurren simulténeamente en el misme cultivo; as{ al octavo dfa p.i.
(m : 0U,0U2) se observan grandes zonas de lisis junto a otras éreas don-
de la monocapa se encuentra en recuperacién.lLa recuperaciédn celular se
produjo en las condicionss descritas para todas las multiplicidades en-
sayadas,

Independientementes de la multiplicidad de infeccidn y de la intensi=-
dad del efecto citopdtico, el perfodo de tiempo entre la aparicidén del
mismo y la regensracidn del cultivo es de 7 a 10 dfas,

Lonsideraciones similares se puedsn hacer para describir la evolucién
de la ACP producida por el virus Tacaribe (Figura 3), con una diferencia
significativa,tl perfodo que transcurre entre la aparicidn y la involu-
cién de la ACP es mds corto, lo que sse observa principalmente para las
multiplicidades de 2 y 0,2 (6 dfas),Adem4s, adn cuando por razones de
simplicidad las acciones citop4dticas se graduaron con la misma escala,
la infeccidn con virus Tacaribe produce la destruccién de casi el 99%

de las células de ls monocapa,A pesar de esta mayor intensidad de ACP
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gue manifiesta el virus Tacaribe sobre las células Vero respecto de
XJC13 , en todos ios casas hay recuperacifn celular con regeneracidn
de la monocapa en pocaos dfas.

tn la Fotograffa 1 se muestran los cultivos de células Vero infecta-
dos con diluciones decimales seriadas de virus Junfn y tefidos con
cristal violeta al 89 dfa p.i.Se puede observar en los tubos infecta-
dos con las diluciones lu-l y 1lJ"2 de virus la recuperacidén casi total
del tejido, svidenciada por una densidad de color similar a la del te-
jido inoculado con una diluai&n.lu'a , cansiderado en este caso como
control; por el contrario, los cultivos infectados con las diluciones
lﬂ-a » lU-a . lU“-6 y 10-? muestran una ACP activa,En la dilucidn 10-3

se obssrvan grandes zonas de lisis junto a otras freas donde la densi=-

dad de coloracién indica recuperacidn de la monocapa,Estas observacio=-

nes son coincidentes con los datos presentados en la Figura 2, adn
cuando hay que considerar que la gradacién de la ACP es de carécter
sub jetivo,

FUOTOGRAFIA 1,Cultivos tefildos
nue muestranm el grado de ACP
del virus Jun{m para células
Vero.La tincidn se realizd al
dia 8 p,i.en: tubos infectados
con diluciones crecientes de
virus,Dilucidén =1 sguivale a
una multiplicidad de 20,
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FUTOGRAFIA 2,Arriba : enfoque de una monocapa de cdlulas VUsro
infectada con virus Tacaribe (m s 0,02) y tefiida al 69 dfa p.i,
Abajo : enfoque de una monocapa de células Vero sin infectar,
mantenida en las mismas condiciones,




En la Fotograffa 2 se observan enfoques de una monocapa de células Va=-
ro infectada con dilucidn lU-a de virus Tecaribe (m:0,02) y una monocapa
normal mantenida paralelamente, tefiidas ambas con colorante Giemsa,Se
puede ver el gran efecto citopdtico desarrollado por el virus que produ=
jo desprendimiento de la mayorfa de las cédlulas, gquedando adheridos al
vidrio solamente algunos acldmulos de células alteradas, alrededor de los
cuales comenzard luego la regeneracidn del tejido,

Las cdlulas gque pasan al sobrenadante por efecto de la infeccidn son
células que se adhieren al vidrio pero gue han perdido ls capacidad de
multiplicarse cuando se las resiembra con medio de cfecimiunto fresco,

Los virus Junfn y Tacaribe, por pasajes seriados a través de cdlulas
Vero, mantienen su capacidad infectants con produccidn de ACP t{pica,

la que es neutralizable por inmunosuesro especffico,

I1,0BSERVACIUON MICRUSCOPICA DE LA ACCION CITOPATICA

Lstas observaciones se hicieron en células crecidas en tubos Leighton
y tefiidas con colorante May Griinwald=-Giemsa, segdn se explicé en Mate=-
riales y Métodos,

Entre el tercer y noveno dfa despuds de la siembra, las monocapas
normales de la 1fnea Vero aparecen fnrmadag por células poligonales, e-
longades, con ndcleos pleomdrficos que presentan un solo nucleolo.En al
citoplasma se observa discreta vacuolizacidn (Fotograffas 3 y 4),

Luego del undécimo dfa de cultivo in-vitro, se observan multicapas
densas de células entrecruzadas junto con zonas donde las células pre-

sentan un crecimiento paraslelo (de iqual orientacidn)(Fotograffa 5),



FOTUGRAFIA 3

Células Vero normales : as-

pecto de la monocapa al dfa

3 in=vitro,Timcién May Grin-
wald=Giemsa (100x),
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% ™ FOTOGRAFIA 4

Tt ;f-"* Células Vero normales : as=
s k% pecto dal crecimiento a los
' 49 dfas in-vitro (400x),
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' FOTOGRAFIA 5

. Aspecto de las células Vero
‘normales de 11 dfas in-vitroj;
¢ craecimiento en multicapas

1% con centros densos de apila-

Para hacer las observaciones citolégicas de los cultivos infectados
se utilizé la cepa XJEL3 de virus Junin a una multiplicidad de 0,2,Es~
tos cultivos se estudiaron entre el tercer y undécimo dfe p,i,, encon=
tréndose 4reas focales netas de células picndticaa rodeadas de cdlulas
normales.Esta destruccidn celular se hace mds evidente en los bordes de
ls monocapa,lLos nécleos sa presentan encogidos con la cromatina altera=-
da (lisis) y cambios citoplésmicos consistentes en granulacién y extensa
vacuolizacién,5e observan cuerpos baséfilos, polimorfos, de diversos ta-
mafios, distribufdos en todo el citoplasma; los nucleolos son tambidn muy
baséfilos,lay cantidad de detritus cromatinico en las &reas de destruc=—
cién celular lo gue se hace mds evidente al 72 dfa p.i.Las dreas de li=-
sis son producidas por el desprendimiento de las células adharidas al
vidrios sus bordes sstén formados por células picnéticas con la red cro-

matfnica rodeando restos nucleolares (Fotograffas 6, 7, 8 y 9),



FUTOGRAF IA 6

Células Vero al dfa 3 p,i.
Se observan ndcleos destruf-
dos, encogidos, los cito=-
plasmas extensamente vacuo=
lados y lisis cromatfnica
(400x) .,

FUTUGRAFIA 7

Células Vero al dfa 4 p.i.
Se observa lisis de la cro-
matina, formando acdmulos:
vacuolizacidén citopldsmica
intensa, enormes nucleolos,
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FUTUGRAFIA 8

Aspecto de las células Vero
luego de 11 dfas de infeccidén
con virus Junfn,Degeneracidn
vacuolante de la capa celu=-
lary células picnéticas,

FUTUGRAFIA 9

iorde de placa de destruccién
en células Vero a los 11 dfas
p.ie.jndcleos encogidos, en
cariorrexis,
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Las observaciones citolénicas de la ACP de Tacaribe en cédlulas Vero

no ofrecen diferencias de inportancia respecto del Junfn,

1IT,PRUODVELTUN DE PLACAS HAJO AGAR,

Los wvirus Junfn y Tacaribe originan placas bajo agar sobre monocapas
de células Vero (48),

Debido al prolongado perfodo de incubacidn necesario para el desa=—
rrollo de las placas por estos virus, es imprescindible realizar el en=
sayo cumpliendo rigurosamente con una serie de condiciones gue aseguran
la preservacidn de la monocapa durante 7 u 8 dfas bajo agar.Como se des=-
cribe detalladamente en {lateriales y M&todos, los requisitos fundamenta-
les que deben cumplirse son @

a)falta de toxicidad dsl medio sélido cﬁnque se cubre la monocaps ce=-
lularg

b)tempsratura constante de incubacidng

cjutilizacidn de las células en Sptimo estado fisioldgica y durante
ila fase esatacionaria de crecimisento,

En esas condiciones, se obtiena dptima preservacidén de las monocapas
lusgo de mantener bajo agar el cultivo durante el tiempo necesaric, co=-=
mo se revela por fijacidén y tincidn con cristal violeta (Fotograffa 10).
Las placas ds virugs Junfin aparecen al dfa 6@ Pei., momento en que son
muy turbias, penuefias y apenas distinguibles sobre el tejido (Fotogra=
ffa 11).,Con el transcurso del tiempo uaﬁ aumentando de tamafio y resul=-
tan mds nftidas (Fotograffa 12), sin variar su ndmero total,

El virus Tacaribe produce placas similares (Fotograffas 13 y 14), no



siendo posible diferenciar un virus de otro por tamafio o morfologfa de
placas,

Ambos virus, crecidos en cersbro de ratén lactante, producen una mez-
cla de placas lfticas y turbias de alrededor de 1 mm de didmetro,El ta-
mafo mayor gque alcanzan es de 2 mm y se obtiene al 92 y 102 dfa p.i.

En la Fotograffa 15 se ve un senfogque de placa lf{tice producida por el
virus Tacaribe en cdlulas Vero : los bordes no son netos y sl centro a=-
parece transparentej en la Fotograffa 16 se ve un enfoque de placa tur=-

bia, gque presenta en su centro restos celulares adheridos adn al vidrio,

FUTOGRAFIA 10

Tejido de cédlulas Vero sin

infectar, mantenidas un las
condiciones descritas caras

el ensayo de placas,
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FOTOGRAFIA 11

Placas producidas por la ce=
pa XJC1l, de wirus Junin en

, cédlulas“Vero al dfa 6 p.i.

FOTOGRAFIA 12

Placas producidas por la ce=
pa XJC1, de wirus Juxlr en
células™Vero al dfa J p.i.




FOTOGRAFIA 13

Placas producidas por el vi=
rus Tacaribe en células Ve=-
ro al dfa 7 p.i.

FOTOGRAFIA 14

Placas producidas por el vi=
rus Tacaribe en cédlulas Ve=-
ro al dfa 9 p.i,
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FOTOGRAFIA 16

Enfoque de placa turbia ori-
ginada por el virus Tacari=
be en células Vero al dfa

9 p.i.
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Es de hacer notar que en las placas producidas por los sobrenadantes
de células Vero (crecidas en 15% de suero) infectadas con Junin o Taca-
ribe se observa predominio del tipo 1ftico, mientras que los stocks
crecidos an cerebro de ratdén o en la 1fnea de células Vero mantenida
con menos suero producen predominantemente placas turbias,Sin embergo,
la morfologfa de placas ss muy variable, dependiendo fundamentalmente

del estado en que se encuentra la monocapa al momento de la infeccidn,

IV,CURVAS DE CRECIMIENTO VIRAL,

La produccidén de virus se investigdé inoculando células Vero en su
subcultivo B6, 72 horas despuds de sembradas, con una multiplicidad de
0.,2,Luego de 1 hora de adsorcidén a 379C, se retird el indculo y los cul=
tivos se reincubaron a 379C con medio de mantenimiento.Diariamente se
coseché el sobrenadante que se centrifugd a baja velocidad para elimi=-
nar restos celulares y las muestras se conservaron a-=-702C hasta el mo=-
mento de su titulacidén por UFP,

En la Figura 4 se muestra la curva de crecimiento de virus Junfn ex=-
tracelular junto con la evolucidn de la accidn citopédtica.Se observa que
el perfodo de latencia es aproximadamente de 24 horas con un méximo
tftulo de virus al tercer dfa p.i., aunque puede decirse que entre los
dfas 2 y 4 hay una produccién casi constante de virus, aproximadamente
106 UFP/ml.Luego estos valores comienzan a declinar pero mantenidndose
la liberacidn continua de virus adn en el perfodo de recuperacién celu=

lar como ser al dfs 13 p.i.

En la Figura 5 se muestran las curvas de crecimiento extracelulares
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y los gréficos de evolucidn de la ACP correspondientes al virus Tacari-
be, & dos multiplicidades de infeccidn diferentes, 20 y 0,2,La curva de
produccién del virus Tacaribe en células Vero es similar a la originada
por el virus Junfn,Nusvamente aqu{ se pone de manifiesto el fendmeno de
autointerferencia gue caracteriza las infeccionea por Arenavirus ya que
hay una sensible diferencia en el rendimiento de virus al variar la
multiplicidad.Para el virus Tacaribe el tftulo méximo correspondiente
al tercer dfa p.i, disminuyd 10 veces al aumentar 100 weces (de 0,2 a
20) la multiplicidad.

Tanto para Junfn como para Tacaribe la produccidn de virus precede
en dos dfas a la aparicidn de ACP y continda adn cuando el tejido ha
comenzado a regenerarss,Se inicia asf{ la etapa de persistencia del vi-
rus sin destruccibn celular, despuds de una stapa virulenta en gue muy

pocas cédlulas sobrsviven a la infeccidn,



FIGURA 4

Grdfico comparativo de la curva ds crecimiento del wirus Jgﬂjﬁ (X3E13)

y la svolucidén de la accién citopatégenica en células Vero,
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FIGURA 5

Curvas ds crecimiento y svolucidén de la ACP del virus Tacaribe en

cédlulas Vero infectadas a distintas multiplicidades.
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INFECCION PERSISTENTE

1, INFECCIONES PROLUNGADAS CON LOS VIRUS JUNIN ¥ TACARIBE EN CULTIVOS

ESTACIONARIUS DE CELULAS VERO,

Al haber observedo gue durante la infeccidn primeria la sf{ntesis de
virus acompafiaba tanto la etapa de destruccidén delular como la de recu=-
peracién (figuras 4 y 5) se considerd apropiado examinar las caracteris-
ticas del sistama durante un perfodo de tiempo mds prolengado.Este estu-
dio se ancaré teniendo en cuenta dos aspectos : la observacidn de las
variaciones morfoldgicas de los tejidos como asf también la posibilidad
de oue los mismos continuasen produciendo particulas virales,

Con ese fin, se infectaron células Vero pasaje 86, crecidas en bote-
llas de 90 cc de capacidad, en forma paralela con virus Tacaribe y Junin,
a una multiplicidad de U,2,lLuego de dejar adsorber el virus 2 horas, se
retird el indculo, se agregd medio de mantenimientoc y se incubaron a
379C,.tn forma similar se trataron controles celulares no infectados,.lLos
cultivos se observaron al microscopio diariamsnte durante up perfodo de
35 dfas siguiédndose la evolucidénm de la ACP,Cada 48 horas se cambid el me-=
dio de mantenimisnto de los mismos, recogisndo en cada caso alfcuotas de
los éubrenadsntas, las cuales fueron despuds tituladas en células Vero
por UFP.,Los resultados obtenidos se presentan esn las Figuras 6 y 7,

Como se observa en la Figura 6, las cdlulas infectadas com virus Taca=
ribe manifestaron una extensa ACP entre los dfas 3 y 12 p,i.Lueqo comen-
z6 la etapa de recuperacidén celular, la cual se completd en un lapso de

3 dfas,El tejido ya regenerado volvié a producir ACP en forma gaspontédnea



al dfa 19 p.,i. y esta ACP se mantuvo hasta el dfa 33 p,i, em que comenzé
a observarse una nueva recuperacién.Es decir, se presentaron ciclos de
produccién de ACP y regeneracién, motdndose que en el segundo ciclo la
ACP se prolongé por un lapso de tiempo mayor que en el primero,

Hubo constante liberacidn de virus a partir de las células infectadas
a lo largo de todo el experimento.Los titulos de virus extracelular al=-
canzaron su valor mdximo en los momentos sn gue se manifestd gran ACP,
siendo del orden de 10° UFP/ml para el primer pico de ACP (3 dfas p.i.)
y. lus‘UFP/ml para el segundo (26 dfas p.i.).Durante las etapas de regens-
racidén el tejido siguid produciendo virus infectante pero sn menor can-

tidad, del orden de 10°

UFP/ml,

Para las células Uero infectadas con virus Junfn (Figura 7) se obser=-
varon tres ciclos de ACP.El primero comenzé al dfa 3 p.i.,, alcanzando su
grado mé&ximo de nc# al 62 dfa p.i.3 luego disminuyd gradualmente hasta el
dfa 11, en gue el tejido estaba completamente recuperado,S5im embarqo, en
el dfa 17 se produjo una nueva aparicidén de ACP con destruccién celular
gue se prolongd hasta el dfa 19, seguido por un breve perfodo de recupe=
racién hasta el dfa 28 en que reaparecif la ACP, para iniciar el tercer ci=
clo,El virus se encontrd presente en el sobrenadante durante las sucesivas
etapes de lisis y repoblacién, produciendo tftulos del orden de 104 UFP/ml.
Ue igual forma cgue en el cultivo infectado con virus Tacaribe el primer
ciclo de ACP fue de més larga duraciéfn gue los posteriores.

Los resultados de estas expariencias muestran gue el establecimisnto de
una infeccidén prolongada con perfodos cfclicos de lisis y recuperacién en
cultivos estacionsrios de células Vero mantenidos sin repicar es una ca-

racterfstica comin a estos dos miembros del grupo Arenavirus,
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FIGURA 6

Produccién de virus y ACP en un cultivo estacionario de células

Vero infectadas con virus Tacariba.
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FIGURA 7

Produccidén de wvirus y ACP en un cultive estacionario de células

Vero infectadas con virus Junfn_113ﬁi3ll
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II,INICIACION. Y MANTENIMIENTO DE SUBLINEAS PERSISTENTEMENTE INFECTADAS,

Para analizar los distintos factorss que regulan la coexistancia vwi=-
rus céluls en la infeccidn peraistents, se traté de iniciar sublfneas
crénicamente infactadas a partir de células Vero recupsradas de la in-
feccidn primaris con virus Junf{n y Tacaribe.,Les subl{ness se estable~
cieron repicando cultivos gue se encontrabam en la etapa dp recupsra=
cidén luego del primer ciclo de ACP, segdin lo descrito en Materiales y
Métodos, y se denominarom \Vero=J y Vero=-T (Vero recuperadas de la in=
feccién con Junin y Tacasibe, respectivamente).Ambas l{nses ss estudia-

raon durante 70 pasajes in=vitro,

A,=ALTERACIUNES PRODUCIDAS EN. LA CELULA POR LA PRESENCIA DEL VIRUS,

Morfologia,

En los primeros pasajes las células Vero=J y Vero-T pressntaron un as=-
pecto diferente al de las células Vero,

Las células Vero sufren variaciones en su morfoleogfe durante las dis-
tintas etapas del crecimiento,A las 24=48 horas despuds de sembradas,
presentan una monocapa regular de células poligonales ds bordes OBCUTDS,
lo que las heace perfectamente diferenciables una de otra,A las 72 hores,
las células comienzan a alargarse y se orientan tomando una disposicién
radial; el tejido evidencia una gram proliferacidn celular, siendo muy
diffcil distinguir una célula de otra.Pasedas las 96 haras cnﬁianz-n a
aparecer células nacréticas en la monocapa y en el sobrenadante, depen~

diendo su ndmero de las condiciones de cultivo (cantidad de cflulas sem—



bradas inicialmente, concentracién de suero del medio nutritive, frecuen-
cia de renovacién del medio de mantenimiento, estc,).Aproximadamente al

8¢ dis se observan ademds aclmulos o grupos de células redondas, oscuras,
Finalmente (1lU-112 dfa), el tejido presenta un aspecto totalmente degene-
rado, con multicapas, puentes y entrecruzamientos (Fotograffas 3, 4 y 5)e

Las sublf{neas Vero-J] y Vero-I presentan, en los primeros pasajes des=—
pués de la infeccidn, células poligonales, muy contrastadas sobre el vi=-
drio de la botella y granuladas, que no guardan la misma orientacién que
ofrecen las células normales,A diferencia de éstas, la monocapa es muy
irregular, con pequefios acdmulos de células redondeadas ya a las 24 ho-
ras después de sembradas, como asimismo un ndmero elevado de células en
auspensidn,Al ir aumentando el ndmero de repiques, se fueron perdiesndo
gradualmente estas caracterf{sticas diferenciales y, por simple observa-
cibén al microscopio éptico, las células Vero=J y Vero-T resultaron im=-
distinguibles de las Vero.

Para visualizar mejor el tipo de alteraciones morfoldégicas gue pudo
haber ocasionado la presencia del virus en la célula crdnicamente infec=
tada, se empled la técnice de tincidn con May Griinwald=-Gismsa sobre cé-
lulas Vero-J y Vero-T, crecidas en tubos Leighton, a las 72 horas des=-
puds de sembradas.As{ se puso en evidencia la aparicién de alredador de
un 10% de células gigantes, multinucleadas, que se observan originalmen=-
te en los cultivos de Vero pero en m&s baja proporcidén (2%).Dichas célu=
las contienen numerosos nucleolos, muy baséfilos e hipertréficos, de for=-
mas andmalas, con citoplasmas tenues y muy finamente vacuolados,lLos nd-

cleos se ubican en un polo de la célula, cercanos a la membrana plasmé=
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tica.Estas células aparscen rodeadas en algunas ocasionaes por cdlulas cu=
yos ndcleos tienen aspectos slterados y encogidos, mientras que sl resto

del tejido presenta un aspecto normal (Fotograffas 17, 18, 19 y 20),

FOTOGRAFIA 17
Célula Vero=J : multinuclea=-
da, muy baséfila, numercsos

microndcleos, vacuolados
(400x).,

FOTOGRAFIA gﬁ

Células Usro=T (de 72 horas
in=vitro) ¢ cdlulas can nu-
merosos nucleoclos,




FOTOGRAFIA 19

Célula Vero-J gigante, con
enorme nucleoclo andmalo en
su forma y tincién (100x),

FOTOGRAFIA 20

Campo de células Vero=-J i
una célule multinucleada,
otra gigante y cerca una
célula en mitosis,




La presencia de esta considerable proporcidén (10%) de cédlulas gigan=-
tes, multinucleoladas, se registrd en todaes las observaciones rsalizadas
en cultivos de Vero=J y Vero=T a lo largo de diferentes pasajes de las
dos sublfneaa, tanto en la stapa temprana como tardfa de la infeccién

créndica,

Condiciones de crecimiento,

Con el fin de determinar si las lfneas Vero-J y Vero-T presentaban pa-
re su crecimiento un requerimiento nutritivo similar a las células Vsro
no infectadas, ss estudiarom las curvas de multiplicacién celular en pra-
sencia de diferentes concentraciones des suero,

Para ello, se utilizaron cultivos de células Vero=T en el pasaje 13,
Usro=J en el pasaje 20U y células Vero pasaje 109, los que fueron incuba=-
does & 379C en medio 199 conteniando 10, 15 y 20% de suero imactivado de
tsrnera, respectivamente,lada 24 horas a partir del momento de siembra
88 tripsinaron dos botsllas correspondientes a cada serie, y las células
fueron resuspendidas en 1 ml de media al cual ss afadid 0.1 ml de solu=-
cidn acuosa de azul Tripan,Lusgo de dejar en contacto con el colorante
durante 15 minutos, las cédlulas wiables fueron contadas en una cémara de
Neubauer.Los datos obtenidos para las tres l{neas ss ven en las Figuras
9, 10 y 11,

Previamente se habfan establecido las condiciones dptimas para la
pressrvacidén de estos cultivos en cuanto a la frecuencia de renovacién
del medio nutritivo,Esto as determind comparando las curvas de crecimien=

to celular de dos series de cultivos de células Vero, para una misma com-
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centracién de suero (15%); en un caso se renovd el medioc de mantenimisn=-
to al 49 y 72 dfa despuds de la siembra mientras gue en el otro no se
cambié el medio durante el tiempo que duré el ensayo (Figura B8).Los da=
tos correspondientes demuestran que para la preservacidn de estos culti=-
uvos 88 un reguisito fundamental cambiar el medio de mantenimiento con
ciarta frécuencia.ﬂl no renovar los nutrientes se produce la muerte ce=
lular y destruccidn del tejido en un lapso de 10 dias,

Como se obsarva en log grédficos presentados en Figura 9, Figura 10 y
fFigure 11, las células \Uesro-J y VUsro=T crecen a la misma velocidad inde-
pendientemente de la concentracidn de susro del medio de cultivo a dife-
rencia de las células Vero guse en presencia de 10% de susro se mantienen
pricticamente en sstado estacionario,

Esta diferencia en los reguerimientos nutritivos de Vero-=J, Vero=T y Ve=
ro fue atenudndose a medida que aumentd ek ndmero de pasajes y especisl-
mente cuando las célules controles se sometieron a un ritmo intenso de mi-
tosis por repigues cada 2 6§ 3 dfas,FPor ancima del pasaje 140 de la lfnea
normal tambidn se observd en las cdlulas Usro una independencia del creci-
miento con el suero, dentro de los rangos probados (Figura 12).Estos pa=
recerf{a indicar que le presencia del virus acelera un procesao qua mis tar=
de ocurre en la célula normal excitada a una constante divisidn,

Es de hacer notar gue las células Vero~-J y Verc=T se mantuvieron desde
los primeros repiques en 199 al 10% de suero, desarrollando éptimas mono=-
capas,Por el contrario, las células Vero debieron ser adaptadas poco a po-
co a esa disminucién de suero en el medioc para crecer en buenas condicio-

naes y adn cuando la figura 12 muestra que por recuento en hemocitdmetro la



=3

FIGURA 8

Influencia de la renovacidn de nutrientes sobre sl crscimiento celular,
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FIGURA 9

Curvas de crecimiento de las células Vero pasaje 109 cultivadas en

presencia de distintas concentracionss de suero de ternera.
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FIGURA 10

Curvas ¢ge crecimiento de las células Vero-J pasaje 20 cultivadas em

presencia de distintas concentraciones de suero de ternera,
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FIGURA 11

Curvas de crecimiento de las células Vero=T pasaje 13 cultivadas sn

presencia de distintas concentraciones de suero de ternera,
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densidad celular resulta similar, la observacidn microscdpica indicd aue
en 154 de suero se obtienen mejorss monocapas de Vero que con 10%,

Usbe destacarse que esta linea normal de células Vero no pudo ser a=-
daptada a crecer con menores concentraciones de suero (del orden del 5%)
como sucede con la lfnea gue se usé para las titulaciones rutinarias de
virus y las empleadas por otros autores (48)(59),

Estos datos sugieren gue de alguna manera la presencia del virus fa=
cilita el crecimiento cselular adn cuando resulte diffcil la explicacidn

de este sfecto.

Caracterfsticas citogenéticas.

A fin de establecer si se origina alguna alteracidn a nivel de los cro=-
mosomas celulares como consecuencia de la presencia crénica del genoma
viral dentro de la célula, se analizaron las caracter{sticas citogendti-
cas de la sublfnea Vero=T comparativamente con la 1fnea normal Vero,

En primer término, se efectuaron recuentos cromosémicos en 100 célules
correspondientes a cada lfnea,El rangn de aneuploidfa en ambas 1f{neas VUero
y Uero=T oscila entre 32 y 105, con un pico difuso de ndmeros modales en~
tre 48-54,50bre 25 cariotipos confeccionados para cada linsa celular se
encontrd que la distribucidn de cromosomas seqgdn Ruzicsa y, Hsu (65), quigm
nes los clasifican en metacéntricos, submetacéntricos y subterminales,
muestra en ambas l{neas diferencias de célula a célula (adn en anguellas
metafases con el mismo nUmero de cromosomas) como puade observarse en la

Tabla 4 lo gue sefilala la presencia de un gran polimorfismo cariotfpico,
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TABLA 4

Cariotipos de 1U células de las lfnsas Vero y Vero-T 3 distribucién

de cromosomas,

Lf{nea N2 cromosomas N2 modal
M SM ST

10 27 1K 52

17 16 20 53

14 34 12 o

18 20 13 51

Vero 18 15 19 52
12 15 17 44

13 17 13 43

13 16 8 37

8 19 10 37

11 14 7 32

25 L; 3 23

24 20 10 54

14 28 12 o4

13 22 18 23

Vero=T 10 240 18 48
12 25 EX 48

15 14 11 40

3 & 18 10 39

9 23 7 39

12 18 9 92

M : Metacéntrico; SM 3 Submetacéntrice; ST : Subterminal,



La aplicacifn de las tdcnicas de bandeo cromosdmico G y C permitid una
me jor caracterizacién de las cdlulas Vero normales y crénicamente infecta=
das.La gran variabilidad de cariotipos presentes tanto en Vero como en Ve=
ro=-T hizo muy complejo el estudio comparative por bandeo G,Las Fotograffas
21 y 22 ilustran un cariotipo bandeado G de una metafase de cada una de

las lfneas, mostrédndose en cuadro separado los marcadores presentes en ca=

da célula,
FOTOGRAFIA 21
s & o ; ’ Cariotipo por bandeo
h : ' ‘a “ G de una cédlula Vero
5 i P a w0 om D normal con sus mar-
' cadores,
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M FUTOGRAFIA 22
- i ‘ " Cariotipo por bandeo G
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Aungue rara vez se encuentran simultdneamente, todos los cromosomas apa=
recen con mayor o menor frecuencia en ambas lineas celularss,Tanto la 1{-
nea VYero como la Vero=I presentan los mismos cromosomas marcadores detec=-

tables por bandeo G,Estos marcadores se.han denominado M M

Pk N3 ' m& X

m. M .tn la Fotograffa 23 se muestran apareados el marcador co-

5 o Mg ¥ Dy

rrespondiente a la lfnea normal y a la lfnea persistentemente infectada,

observédndose nus presentan idéntico patrén de bandeo,



FOTOGRAFIA 23
Marcadores cromosé-
micos por bandeo G
en células Vero y
Vero=T,

=g M ¥
aP v,
L2
v
[ T

Mg M D-2§

Dada la mayor claridad de la técnica de bandeo C que sinplifica la ob-
servacidn de los blogues heterocromdticos, se analizaron los cariotipos
de Vero y Vero-T por ese método,5e encontrd en ambas lfneas la mayorfa de
los marcadores descritos por Bianchi (66), a saber =-m1 ’ SNl ’ SN2 >

SN3 ~ STl y DZB.Ademés de éstos, aparecen dos nuevos marcadores que se
dennminaron-smu y D'.,kstos 6 marcadores detectados por bandso [ se pre-—

sentan en la Fotograffa 24,



FOTOGRAFIA 24

Marcadores cromosdmicos
por bandeo C en una cé=-
lula Vero,
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smu @8 un cromosoma submetacéntrico, de tamafic mayor que todos los cro=-

mosomas del aorupo B de cédlulas diploides de mono verde africano (65) mien-

tras que D!

es un pequefio cromosoma subterminal muy semejante en tamafio a

U25 paro gue no presenta contriccidn secundaria marcadaj se halla presente

en el 70% de las metafases analizadas de "Vero y Vero=T.La presencia de ss=

tos dos nuevos marcadores no descritos anteriormente para la 1fnea Vero

puede atribufrse a las diferentes condiciones de cultivo esmpleadas para

mantener las células,
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La identidad de marcadores G y U de las l{nsas Vero y Vero-T registra-
da a travds de este estudio citogendtico indica que, a pesar de la pre-
gencia crédnica del virus, no se producen alteraciones en la cantidad, dis-

tribucidn y morfologfa de los cromosomas celulares,

Resistencia frente a la reinfeccidén con virus homdlogo,

Una propiedad oue presentan los cultivos celulares persistentemente in-
fectados con virus Junfn (41)(51) u otros miembros del grupo Arsenavirus
(36)(37) es su resistencie a la sobreinfeccién con virus homélogo,

Se demostréd nue esta propiedad tambidn la presentan las cdlulas Vero=]
y Vero-T.Para ello, cultivos de células Vero=J en distintos pasajes fueron

infectados con virus Junfn, cepa XJLl, , a diferentes multiplicidades, a

41
saber 3 Vero-J pasaje 4 (m : 0,U4); Vero=-J pasaje 20 (m : 0,2, 20 y 0,002)
y Vero-] pasaje 34 (m : 0,2 y 0,02),.,Estos cultiuus se observaron diariamen=
te por un lapso de 2U dfas,tn ningdn caso se registréd la aparicidn de ACP
tfpica de Junfn, adn cuando los controles correspondientes llevados a cabo
en células Vero resultaron positivos.Asimismo, la titulacidén simultdnea
por formacidn de placas de un mismo stock de virus Junin en células Vero=-J
y Vero, resultd en una eficiencia de plaqueo para la linea crénicamsnte in-
fectada < 5x10™' (Tabla 5),

Las células Vero-J fueron también totalmente resistentes a la accidn del
virus Tacariba, antigénicamente relacionado con Junfn (Tabla 5),

£l mismo tipo de respuesta frente a la infeccidn con el virus parental

produjo la sublfnea Vero=T,En los distintos pasajes en que se probd su sen=

sibilidad al virus Tacaribe los resultados obtenidos fueron negativos (Ta=



bla 5),.
_[ABLA 5

Sengibilidad de las lfineas Vero-J y Vero=T a la infeccidén con viru~

exdéinenos,
Virus Tftulo en Eficiercia de plagueo
Vero Vero=J Vero=-T Vero=J Vero=T
. § % . i .
Polio 4,5x10 5 5% - 122 -
3 3
NDV B8,7x10 2.8x1U - 0,52 -
Usv I e A 4,90 15
¢ 3 3
sarampidn 6e8x10 Te2x10 - 1,05 -
- B N i
Herpes 2. T%x10 - 1,6x10 ~ 5,90
S 7 . 8 if
Sindbis Be5x10 - B8,5x10 - 1 9
g ; 8 =B -7
lacaribe 1.0x10 €5 ¢h <5x10 €5x10
Junfn P Bl {s - CHAD P -
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Susceptibilidad frente a la infeccidn con virus heterdlogos.

Con el objeto de determinar s8i la resistencia observada a la reinfec-
cidn con virus homélogo se extendfa también a otros virus no pertens-
cientes al grupo Arena, se tituld simulténeamente una amplia gama dg vi=-
rus a ADN y ARN, cuyo origen se detalla en Materiales y lMétodos, sn cé-
lulas Vero, Vero=J y Vero=T,

Una vez realizadas las titulaciones de todos los stocks, se calculd
la eficiencia de plaguen relativa para cada uno como el cociente entrs
los tftulos obtenidos en 1la lfnea VUero=J o Vero-T y en la linea Vero pa=-
ra un mismo virus.Los resultados de estos experimentos (Tabla 5) muestran
aue las células persistentemente infectadas son tanto o més susceptibles
oue las células normales a los virus no relacionados con Junin o Tacari=-
be,

La eficiencia de plagueo de los virus Polio y Sarampidn es similar en
ambas lfneas.Con NOV y Sindbis hay una peguefia reduccién en los t{ftulos
obtenidos en las lfneas persistentes respecto de la l{nea normal, mien=
tras oue con Herpes y VSV se nota una mayor sensibilidad en las células
previamente infectadas con Junfin o Tacaribe,

Asimismo se observeron diferencias @n las caracter{sticas de las pla-
cas originadas por algunos de estos virus en Vero=J y Uero.,Fl virus de sa-
rampién produjo en las células Vero-J dos tipos de placas : unas lfticas,
pequefias y otras de mayor tamafio, con centro litico y un halo turbio al=
rededor.En las células Vero solamente se obtuvieron placas 1fticas, pun-

tuales,Por su parte, el virus de estomatitis vesicular originé en las cé-
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lulas Vero~J placas de mayor tamafio y nitidez que en las células Vero.

£l notorio aumento observado en la sensibilidad de las lineas Vero-J y
Vero-I frente al virus de estomatitis vesicular indujo a sstudiar con ma=
yor detalle la propagacién de este virus en las células Vero y Vero=J a
fin de establecer si la mayor susceptibilidad se correspondia con una ma=
yor eficiencia de multiplicacidn,lon ese fin, se determinaron las curvas
de crecimiento de VSV en Vero-J y en Vero, tanto de virus extracelular
como intracelular,Cultivos de células Vero pasaje 111 y Vero=-J pasaje 14
de 72 horas in=-vitro se infectaron con VSV a una m de 0,0U03,Lusno da 2
horas de adsorcidn, se decantd el infculo, y se lavaron las monocapas con
PHS para eliminar el virus no adsorbido,S5e agregd medio de mantenimiento
y se incubaron los cultivos a 3792C,A distintos intervalos de tiempo se
cosecharon los sobrenadantes de 2 botellas infectadas de cada serie y se
conservaron a -7U2C,Las monocapas celulares se lavaron una vez con PBS,
se les agrseud 1 ml de medio y se congelaron y descongelaron dos veces con
el fin de liberar el virus intracelular,lLos sobrenadantes y los extractos
intracelularas fueron titulados en células Vero por el método de formacidn
de placas, las que se revelaron a las 72 horas p,i.,Las curvas de creci=-
miento obtenidas se presentan en la fFiqura 13,

Se observa que no hay diferencias en cuanto s la duracidn del perfodo
de latencia y el momento en nue se alcanzan los mé&ximos tftulos en Vero y
Vero-J.Lo aue si diferencia a la 1{nea persistentemente infectada con Ju-
nf{n de la 1fnea normal es la cantidad de virus producida, pues hay aproxi-
madamente un logaritmo més de virus en el extracelular de Vera=J respecto

de Vero,
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FIGURA L3

Curvas de crecimiento de Y5V en células VUeroc y \Vero=Jd,
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Se ha descrito en infecciones mixtas com diferentes virus gque poseen
envoltura la formacidn de mezclas fenotipicas durante el prﬁceao de ma=
duracidn, en la membrana plasmdtica de la célula hudsped.,Estos virionss,
llamados "pseudotipos", formados por los antfgenos de envoltura de un
virus y el genoma del otro, han sido demostrados para SV5 (virus simia-
no 8) y VSV (67), para virus tumorales aviarios o murinos a ARN y VSV
(68), Herpes simplex y VSV (69) y para el virus Fowl plagus y VSV (70),
entre otros.Este fendmeno de formacidn de pseudotipos podrfa quizds
explicar el aumento en la produccifn de virus que se logra cuando el
VSV crece en una célula que sstd persistentemente infectada con el vi=-
rus Jumfn,A fin: de probar esta posibilidad se hicieron tratamientos del
virus de estomatitis vesicular crecido en células Vero y sn cédlulas Ve-
ro-) (en distintos pasajes de la lfnea crdnica) con suero hiperinmune
anti=Jun{n, llevdndose a cabo la reaccién de neutralizacién como se
describe en Materiales y Métodos,La observacidn microscdpica de los cul=
tivos infectados en cada reaccidén se siquid durante 7 dfas registréndo-
se al porcentaje de neutralizacidn de los sfectos citopdticos de VSV por
el suero anti=Junin,

El V5V crecido en células Vero-J ofrece la particularidad de ser par-
cialmente neutralizado por inmunosuero especifico anti=virus Junfn (Ta-=
bla 6).La fraccién de la progenie neutralizada var{a aparentemente en
funcidn de las cantidades relativas ds ambos virus presentes al momento
de la sobreinfeccién con VYSV,As{ vemos gque al aumentar la multiplicidad
de VSV y el nidmero de pasajes de la lfnea Vero-~J disminuys el porcentaje

de virus neutralizado.En coincidencia con estas observaciones, Z4vada (71)
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TABLA 6

Neutralizacién por inmunosuero anti-Junfn de la progenies de VSV

producida en células Vero y Vero=J,

Virus Suero I{tulo Neutralizacidn
DICTS50/ml %
" 6
VSV(Vero) Normal 1.6x10
111:3):].0-"i
S 6
Anti=Junin 1.,6x10 0
VSV (Vero=J 6) Normal 2.3x1U6
m23x10™%
Anti=Junin 2.3xlua 99
VSU(Vero=-J65) Normal u.?xlu?
m35x10-3
2 7
Anti=Jdumnin B, 7x1U 0
VSV (Vero=-J69) Normal 145%10°
MELRLATS
Anti=Junfn 4.2x105 72

ha descrito para la infeccidn mixta con otros virus que se requisre una



relacién Sptima entre las multiplicidades de ambos virus para gue se pro=
duzca la formacidén de pseudotipos, siendo siempre necesaria una mayor
concentracidn del virus gue va a formar la envoltura de la partfcula res-
pecto de aguédl que constituye el genoma,tn el sistema Vero-J=VUS5vV, al au=
mentar el ndmero de pasajes de la 1f{nea habrfa una menor disponibilidad
en alnuna forma de los antfgsnos del virus Junfn, lo gue determinarfa me=
nor chance de formacién de pseudotipos.Le deteccidén de este tipo de vi-
riones de VSV con aparentelenuoltura, parcial o total, de virus Junin
explicarf{a el aumento de susceptibilidad de la 1{nesa crénicamente infec—
tada, a través de la formacidn de una mezcla fenot{pica entre ambos vi-
TUS,

Los experimentos descritos gues muestran la alta susceptibilidad de las
l{neas Vero~l y Vero=J al virus de estomatitis vesicular y otros virus,
sumamente sensibles a la accidn del interferdn, permiten descartar la po-
sibilidad de gue la presseficia de este agente inhibidor en los sobrenadan=-
tes de los cultives, fuera responsable de la regqulacidn de la infeccidn
persistente como ocurre en otros sistamas virus-célula (72)(73),Asimismo,
es sabido que la 1fnea VUero es considerada no productora ds interferdn a

consecuencia de la infeccidn viral (74),

Proporcidn de centros infecciosos .

La proporcién de células productoras de virus en cultivos de Vero-=J se
determind placgueando una suspensién de las mismas sobre monocapas de cé-
lulas Vero.Estos ensayos, efectusdos en los pasajes 3 y 15 de la linea

crdnica, indicaron gue solamente entre 0,04-0,1% de las células persisten-
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temente infectadas estaban efectivamente liberando al medio partfculas in=
fecrtivas de virus Junfn,ts decir, se necesita plaguear de 1000 s 4000 cé-
lulas Vlero-J] para obtener una placa,

Evidentemente es muy bajo el porcentaje de células donde se cumple el
viclo completo de multiplicacidn viral,Ln este aspecto la infeccidn per-
sistente no se diferencia mayormente de la infeccidn primaria en la cual
se ha encontrado un 3% de centros infecciosos (75), valor m&s elevado que
el que se reogistra en la 1lfnea Vero-J, pero de todos modos bastante bajo
e indicativo de una muy pobre eficiencia en las infecciones con virus
Junfn,tn las infecciones persistantes con virus LCM en células BHK, Pfau
y col. (37) encuentran valores muy slsvados de centros infecciosos al
comenzar la infeccidén : 90% a las 2 generaciones p.i.$ pero con el trans=
curso del tiempo no pueden detectar células productoras de virus.Por el
contrario, Stanuick y Kirk (38) tienen, para sl mismo sistema BHK-LCM un
valor de centros infecciosos gue oscila entre 6-12% a lo largo de toda la
infeccidn persistente, presentando este Jliimo caso mayores similitudes
con la 1{nea Vero-],

A pesar de aue mds del 99,9% de las células VYero-J no estédn producien-
do virus completo en forma activa, 1os cultivos resultan totalmente re-
fractarios a la reinfeccidn con virus Junfn, tal como se describiers an=-
teriormente,Dado gue esta resistencia es espec{fica y no se manifiesta
contra virus heterdlogos puede descartarse que se deba a la presencia de
algdn agente inhibidor antiviral en el medio.Por lo tanto, es de suponer
cue , de alguna forma, el gsnoma viral o parte de é1 persiste en la cé-

lula sin llegar a replicarse sficientemente y originar viriones comple=-
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tos, pero interfiriendo con la replicacidn del virus Junin reinfectante,
De no ser ssf, las células que no producen virus deberfan ser susceptibles
8 dste y permitirfan su replicacién con produccién de efectos citopdticos,
tl U,1% de la poblacidn celular gue se comporta como centros infectivos
as responsable de la produccidén del virus que ss detecta en sl sobrenadan=

te de los cultivos a través de los distintos pasa jes,

B, ~PRUPIEDADES DEL VIRUS RECUPERADO DE LAS CELULAS PERSISTENTEMENTE INFEC=-

TALAS,

En diferentes etapas de la infeccidn persistente se probd la liberacidn
esponténea de virus al extracelular a partir de los cultivos crdnicamente
infectados, para luego comparar las propiedades del wirus recupsrado con
las de la cepa parental.La caracterizacién del virus persistente se hizo

fundamentalmente con la cepa recupsrada a partir de la lfnea Vero=l,

Preparacidn de stocks en cultivo de tejido del virus recuperado del

cultivo persistents,

A fin de caracterizar las propisdades del virus recuperado de la infec=
cién persistente y establecer la diferencia gue pudiera presentar respecto
del XJCl3 parental se decidid preparar stocks de ambos en forma paralela
en cultivos de células Vero,

Para ello, primero se buscd determinar el momento dptimo de cosecha del
stock de virus persistente,Se inocularon monocapas de cédlulas Vero con so=
brenadante concentrado de Vero-J pasaje 3,Luego de la adsorcién se agreqd

medio de mantenimiento y se tomaron alfcuotas a distintos dfas p.i,, para
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ser tituladas por formacidn de placas en células Vero,le este modo se esta=
blecid qus los mayores tftulos de virus infsccioso se producen entre el A®
y 8% dfa p,i, (Tabla 7) y se decidid preparar una buena cantidad de stock
de virus en células Vero, recogiendo el sobrenadante al dfa 6 p.i. y deno-
mindndolo VJ=3,En forma aimilar se prepard un stock con scbrenadante prove=-

nipnte de Vero-J pasajs 26 (VJ=26) y con virus XJC1l, estandar,

3

TABLA 7

Multiplicacidén en células Vero del virus aislado de Vero-J pasaje 3,

Lifa p.i. Tftulo
UFE/ml

2 3.5%107

4 2.7x10%

6 2,5%10°

8 2.,7x10°

Aceidn sobre cultivo de tejido,

a)formacidn de placas : a fin de determinar el grado de produccién de
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virus infeccioso a partir de las células persistentemente imfectadas, se
procedid a la titulacidn de los sobrenadantes de células VUsro=l, a medida
que déstas eran repicadasj es decir, en el momento de pasar las células,
cada 3 6 4 dias, se tomaron alfcuotas del extracelular aue luego eran ti=-
tuladas medianta la técnica de formacidn de placas, descrita en Materia=
les y liétodos.Los datos ngue se obtuvieron se presentan en la Figura 14,

Los resultados mostraron que las células Vero-J son capaces de produ=-
cir virus adn despuds de haber sufrido 30 pasajes y mds de 100 dies de
vida post-infeccidn in=-vitro, lo gue prueba la persistencia productiva de
la infeccidén.tsta liberacidn de virus infectante no es continua sino ci-
clica, ya nue mientras en alqunos pasajes no se ha podido detectar virus,
en otros se encuentra de 1 a 3 log del mismo.Los rendimientos siempre
permanecieron por debajo de los valores alcanzados en la infeccidn prima-
ria citocidica de las células Vero con virus Junin (Figura 4),

Lsta caracteristica productiva de la infeccidn persistente diferencia
notorismente a esta l1inea celular crénicamente infectada con virus Junin
de otras similares descritas en la bibliograffa en gue no puede detectar=—
se virus en sobrenadante mediante ninguna tédcnica (41) o sdlo puede ais=
larse virus por inoculacidn in=vivo de ratones lactantes (42).Tambidn 1la
lfnea Vero=] resulta mds eficiente productora de virus infeccioso que los
cultivos crénicos descritos con virus Parana (39), LCM (36)(37) y Pichin=
de (40), miembros todos del arupo Arenavirus,

Laracter{sticas similares en cuanto a su capacidad de liberar al ex=
tracelular particulas virales infecciosas, detectables por formacidn de

placas, presentd la l{nsa Yero~T, 8n los pasajes en gue fueron titulados
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Mroduccién de virus a partir de la lfnes Vero=J,
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los sobrenadantes de los cultivos,

bn varios sistemas crdénicamente infectados el virus gue se recupsera de
la infeccién persistente presenta variaciones en las caracterf{sticas de
las places gue produce en cultivo de tejido, respecto de la cepsa original.
Por lo general, se ha sncontrado disminucidn de tamafioc y aumento de la ni=
tidez de las placas (76)(77).Las partfculas virales presentes en los so-
brenadantes de las lfneas Vero=J y Usro=l originaron dos tipos de pla=-
cas : unas peaquefas (U.2 mm de didmetro) 1fticas, y otras de mayor tama—
fio (U,5=1 mm) y m&s turbias,En alqunas titulaciones sdlo habfa un tipo de
placas (las 1fticas), pero este hecho no guardé ninguna relacién con el
ndmero de pasaje celular.tn consecuencia, puede afirmarse que no se obser=-
va ninguna alteracidn importante en la morfologfa de la placa originada

por el virus persistente respecto de la cepa parental,

b)Produccidén de efectos citopdticos : simultdneamente con la titulacidn

por placas, se hizo en algunos pasajes la observacidn microscdpica de apa=-
ricién de ACP en cultivo,Para ello, se infectaron monocapas de células Ve=
ro con U,2 ml de la muestra a ensayar y luego del perfodo de adsorcidn de
2 horas se agreqd medio 1fquido de mantenimiento.lLos cultivos se incubaron
a 379C y se observaron al microscopioc éptico por un lapso de 10 dfas,

Se encontré (Tabla 8) una correspondencia entre el tftulo obtenido por
placas y la observacidén directa de efectos citopdticos.Estos fueron simi-
lares a los producidos por el virus sstandar, cepa XJC13 ¢ en una primera
etapa, la ACP se manifestaba como focos de células necréticas gue luego

proliferaban y se diseminaban por toda la monocapa, ocurrisndc postsrior=-
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mente un notable desprendimiento celular,

TABLA 6

Accidn citopatonénica en cultivo de tejido del virus liberado de

células Vero=J,

*
Pasa je Multiplicidad T{tulo Grado de ACP
celular de infeccidn UFP/ml
-6
2 < 2x10 <5 0
3 AxafT> 1.55x102 2
5 2x10™% 6.70x10% 2
: -5
20 <2x10 <5 0
26 leu'5 20 1

*
Lrado de ACP opbservado al dia B8 p.i.

A pesar de haberse detectado virus en los sobrenadantes de células Ve=
ro-J y Vero=T tanto por formacién de placas como por observacién de ACP y
por inoculacidn intracerebral de ratones lactantes, en ningdn momento hu=

bo ALP espontdnea en los cultivos fgue presentaron aspecto similar al de
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las células normales.tsto probablemente se debs a gue los bajos niveles de
virus infectivo producidos en las 1fneas (2 unidades logarftmicas) no en=-
cuentran en el cultivo cédlulas susceptibles para propagarse tal como ocu=-
rre cuando se reinfectan las monocapas de Uero=J o Vero=T con virus homd=
logo,

La naturaleza de los efectos citopdticos ocasionados por el virus re-—
cuperado de la infeccidn persistents no sufrid alteraciones por pasajes
seriados del mismo en células Uero,Ln la Tabla 9 ss presentan los rssul=-
tados obtenidos durante 5 pasajes sucesivos en células Vero del virus ori-
ginalmente aislado a partir del sobrenadante de un cultivo de cédlulas Ve=-
ro-J pasaje 3, al 4Y dia despuds de sembradas.Dicho sobrenadante tenfa un
tftulo de I.beluz UFH/ml (Figura 14) y se inoculd concentrado sobre una
monocapa de células Vero, lo gue eguivale a una multiplicidad de 4xlU-5
UFH/cél.hl 6° dfa p.i. se cosechd el sobrenadante del cultivo infectados
una alfcuota se tituld por 7formacidn de placas, con otra se infectd un nue-
vo cultivo de Vero (segundo pasaje) y el resto se quardd a =70%c,.As{ se
procedid durante 5 pasa jes sucesivos,

La experiencia muestra nue a través de los diferentes subcultiveos el vi-
rus persistente ratuvo su capacidad de producir en la cdlula alteraciones
citopdticas tipicas del virus Junin original.Adem&s, permite comprobar la
influencia nue ejerce la multiplicidad de infeccidn iniciel sobre la afi=-
ciencia de la multiplicacién viral, tal como se habfa descrito en la in~
feccidn primaria con x3t13 estandar,As{ se observa nue en el primer y ter=
cer pasaje del virus persistentes por células Vero a multiplicidades rela=

2 =h et
tivamente bajas (del orden de 10 UFP/cél.,) se obtienen rendimientos ma-



yoras nue cusndo se inoculan.?xlﬂ*2 UFP/cél., (sequndo pasaja).

TABLA 9

Pasajes seriados en cdlulas Vero del virus recuperado de la l{nea

Vero=J pasaije 3.

—

* *%

N2 pasaje en Multiplicidad Dfa de ACP al dia T{tulo
cél.Vero de infeccidn, cosecha de cosecha UFP/ml

. 2
U — 4 U 1.6x10

1 A 6 i e

2 7%10"% 6 2 2.8x10%

3 6x10™° 5 0 2.,2x10°

4 1%10"° 5 2 2.9x10%

- 5
5 Ix10 5 2 1.,7x10

Ltrado de ACP registrado de acuerdo a la escala descrita ante-
riormente,

*
T{ftulo del stock corresspondients al dfa en que se cosechd
para cada caso,
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c)Infecciones prolongadas : 8l virus VJ=3 produjo en las células Vero
gue dieron origen a las lfneas crdédnicas aguf estudiadas infecciones pro=-
longadas con las mismas caracterf{sticas que los virus Junfin y Tacaribe,A
través del estudio de la svolucién de la ACP producida por VYJ=3 inaculado
en Vero a una m : 0,005 se observan ciclos alternados de efectos citopd-
ticos y recuperacidén celular.,Como se observa en la Figura 15, durante un
lapso de 25 dfas se dessrrollarom dos ciclos de ACP : el primero comenzd
al dfa 6 p.i., exteridiéndose hasta el dfa 103 luego hubo una etapa de re-
generacidn de la monocapa celular hasta el dfa 15 p.,i. en gue comenzé el
segundo ciclo de ACP, gue del mismo modo que en la infeccidén con wirus
XJE13 estandar (Fiqura 7) fue de menor duracidn gque el primero,A partir
del dfa 20 se registrd una nueva recuperacién del tejido celular hasta el
dfa 25 en que se dio por terminada la experiencia,

De este modo, se pusde conclufr nue el virus recuperado de la infeccidn
persistente mantiene las mismas caracterfsticss de la cepa original en 1lo
referente a su accifn sobre cultivos de células Vero,Asi, produce las al=-
teraciones citopatolégicas tipicas de la infeccidn primaria con virus Ju=
nin o Tacaribs, incluyendo la formacidn de placas bajo agar, y es capaz
de establecer infecciones prolongadas en cultivos mantenidos en condicio-
nMes estacionarias gue registran etapas cficlicas de lisis y recuperacidn

celular,

Patogenicidad para ratdén lactante,

Ll estudio de los virus recuperados a partir de infecciones persisten=

tes reveld en muchos casos atenuacidn en la virulencia de los mismos res—



pecto de la cepa parental inicial,Por esjemplo, en cultivos de células He~-
La persistentemente infectados con virus Coxsackie A=9 (78) y en infec=—
ciones crénicas con Herpes simplex (79) se ha demostrado que el virus ais=
lado era menos virulento para ratdn que la cepa original.A fin de estable=
cer s8i se daba esa posibilidad en el sistema Vero-J, se estudid la patoge=-
nicidad para el ratdén lactante del virus recuperado en alounos subcultivos

de la lfnea,

TABLA 1U

Patogenicidad para ratén lactants del virus liberado de cdlulas Vero=J,

¥
Pasaje T{tulo Merbilidad Mortalidad

celular UFP/m1 % %
2

5 6.7Tx1U 100 88

14 NgH, 13 13

2U <5 43 29

43 NgH g 100 78

*
T{tulos lefdos en células VUero al 89 dfa p,i,
N,H, = No hecho,

Para las experiencias que se muestran en la Tabla 10 se imocularon lo-



tes de 8 ratones de 24-48 horas por v{a intracerebral con 0,02 ml c/u de
sobrenadante concentrado de células Vero-] de diferantes pasajes.Se obser-
vé la sintomatologfa desarrollada por los animales durante un perf{odo de
2U dfas.En todos los casos se registra concomitancia entre el tftulo obte=
nido in=vitro por placas y la mortalidad para ratdén in-vivo : el sobrena=
dante de Vero=J pasaje & qgue presenta particulas infectivas detectables
por placas, al ser inoculado en ratdén produce morbilidad y mortalidad de
los animales, mientras gue en el sobrenadante de Yero-~J pasaje 20 no se
detecta virus por ninguno de los dos métodos.En una etapa mds avanzada de
la infeccién crénica (pasaje 43, equivalente a 166 dfas in-vitro p.i.) se

mantiens adn la presencia de virus patdneno para ratdn lactante.

Neutralizacidn del virus liberado.

La identidad del agente recuperado a partir de la 1f{nea Vero=J fue con=
firmada como virus Junfn por neutralizacidn espec{fica con inmunosuero an=
ti=Junfn de origen humano, de una capacidad neutralizante mayor de 4 loga=-
ritmos,La reaccién de neutralizacidén se llevd a cabo como se describe en
flateriales y Métodos, empleando VJ]=-i3i,Luego de efectuado el tratamiento con
suero normal y suero inmune, se titularon las dos series por ACP en tubos
de cdlulas VYero,5e hizo la observacién microscdpica durante 12 dfas hasta
completar la titulacién, registrdndose neutralizacifn total de los sfec=
tos citopdticos tfpicos de Junfn en los tubos inoculados con UJ=3 pretra=-

tado con inmunosuero,



Lrecimiento del virus VJ=3 sn células Uero a diferentes temperaturas,

En algunos sistemas celulares se ha demostrado fque la persistencis vi=
ral estd relacionada con la seleccidnde mutantes del virus parental sonsi-
bles a la temperatura (25).tstas mutantes no multiplican a altas tempera-
turas (38-439C, seadn el virus), pero sf{ lo hacen a temperaturas gue os=-
cilan alrededor de 32¢C y su seleccidn a través de los repioues en detri-
mento del virus estandar, permite el mantenimiento de la infeccidn en
forma latente sin oue haya destruccidn celular,

Ante la posibilidad de que en al sistema células Vero=-virus Junin ocu=-
rriese un fendmeno similar, se decidif estudiar en particular la capaci=-
dad del virus recuperado de la sublfnea Vero-] de multiplicar & diferan=-
tes temperaturas, en comparacidn con XJELS.

Todas las titulaciones que se llevaron a cabo hasta sste momento de
materiales provenientes de Vero=J o VUero=T se efectuaron a 37°C,Asimismo
e8sa 88 la tempsratura de incubacidn habitual para crecimiento y manteni-
miento de los cultivos crénicamente infectados y normales.Por lo tanto,
resultaba evidente que no reprasentaba una temperatura restrictiva para
el crecimiento del virus persistente,Esto se comprobd mds fehacientemen=
te infectando cuatro cultivos de células Vero con virus VJ=3 e incuban-
do, luego de la adsorcidn transcurrids a 379C, la mitad de los cultivos
a 379C y los otros dos a una temperatura menor (339C), que es la tempera-—
tura usualmente Sptima para las mutantes ts conocidas de la mayorfa de
los virus.Al dfas 6 p.i. se cosechd sobrenadante de ambas seriss de culti=

vos y se titularon, encontrdndose que el rendimiento a partir de los cul=-
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tivos incubados a 379C fue de 4.9x105 UFP/ml mientras que los incubados a

33eC produjarunuﬁ.dxlﬂs UFP/ml.Estos valores confirmaron que la capacidad

de crecimiento de V3J=3 en cultivo a 33 y 379 era précticamente similar.
Hor lo tanto, se probaron mayores temperaturas para poder visualizar

alguna variacién entre VJ-3 y XJCl,,La temperatura més slevada que permi-

3
tiese multiplicacidn del virus sstandar y un buen mantenimiento de los
cultivos de células Vero resultd ser 390C,

En una primera expsriencia, se comparé la cinética de crecimiento de

Vl=3 y XJC1, estandar a 32 y 392 .Monocapas de cdlulas \Uero crecidas en

3

tubos de ensayo se infectaron con UJ=3 & XJCl_, a una multiplicidad de in-

3
feccidn de 0,006 y U,02 respectivamente,Despuds de una hora de adsorcidén a
37eC, se volcd sl inéculo y se lavaron las monocapas con PBS, agregéndose
luego 1 ml de medio de mantenimiento a cada tubo.,La mitad de los cultiwvos
s8 incubd a 33¢C y la otra mitad a 39°C,A distintos tiempos p.i. se de=-
termind la cantidad de virus extracelular en los cultivos de las diferen-
tes series, tomando una alfcuota del sobrenadante,Todas las titulaciones
se efectuaron a 379 ,Las curvas de crecimiento de ambos virus se presentan
en la fFigura 16,

La curva de crecimiento del virus estandar XJC13 a 33°C fue muy pareci=-
da a la obtenida a 339C, aungue el mdximo t{ftulo a 339C (lelli4 DICTS50/ml1)
fue levements mayor que el correspondiente a 399C (3.2x1{14 UICTSU/ml), pe=
ro dicha diferencia de valores cae dentro del srror del método de titula=
cién,Para VJ-3, en primer lugar, los rendimientos respecto de XJCl_ son

3

menores debido a la menor multiplicidad utilizada,Por otra parte, las cur=-
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_FIGURA 16

Lurvas de crecimiento a 3% y 399C del virus Junfn estamdar X.JC1
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vas de crecimiento de VJ-3 a 33 y 39¢C son muy diferentes.A 330C, la pro-
duccién de virus aumentd gradualmente a partir de las 24 horas Peliey, 8l=-
canzande al 49 dfa un valor de 5x10° DICTS0/ml,A 399C, los remdimientos
son muy bajos : no se detecta virus hasta el tercer dfs p.,i,, momento en
gue se alcanza el mismo valor gque a 339C se consigus en el primer dfa p.i.
Al dfe 4 hay una disminucidén en el rendimiento de virus a 3992C mayor del
99% respecto de 339C,

Los datos de la Figura 16 sugirieron fuertemente que 8l virus recupera=
do de las células persistentemente infectadas ara termosensible,

La produccidn de variantes de virus Junfn termosensibles en su capaci-
dad de replicar sobre cdlulas cultivadas in=vitro no fue un evento gue o=
currié sisladamente en la lfnea Vero-J,En efecto, como se muestra en la
Tabla 11, en diferentes pasajes de la lfnea crénicamente infectads se
probd la multiplicacidn del virus recuperadoc a la temperatura permisiva y
no permisiva,llonocapas de células Vero fueron infectadas con 0,4 ml c/u
de sobrenadantes de la subl{nea Vero=J correspondientes a los pasajes 3,
15 y 26, y virus Junfn estandar, inopuldndose cuatro cultives con cada
material a una multiplicidad aproximada ds 3x10-4.053pu63 de una hora ds
adsorcidn a 372C, los cultivos se lavaron, se les agregd medio de mante-
nimiento y se dividieron en dos series que ss incubaron a 33 y 390C res=-
pectivamente,Al 42 dfa p.,i. ss cosecharon los sobrenadantes que fusron
titulados a fin de determinar el rendimiento de virus en cada caso,

Tanto la observacidn directa de la ACP producida por cada muestra comeo

le determinacién del rendimiento viral obtenido a las 96 horas confirmé



TABLA 11

Eficiencia de replicacidn a 33 y 3992C de sobrenadantes de cultiwvos

de cé€lulas Vero-J comparado con XJC1

3.

Inéculo Temperatura de Replicacidn en células Vero
¥*
incubacidn ACP al Rendimiento Relacidn
62 dia DICTS50/ml 39/339C
]
gro=-J] 3 3% + 5.0x10
39 - l.ﬁxlﬂl 3.2:10"3
Vero~J 15 33 + 2.3%10°
39 - i aniar 54 0x10™
Varo-J 26 33 = E.Oxlﬂz
39 - 1.1x10% 2.2x10™2
XJC1,(est,) 33 + 5,0x10%
4
39 + 2,3x10 0,46

e
Rendimientos al 49 dfa p,i., por titulacidn en cdlulas Vaero,
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la termosensibilidad del virus persistante (Tabla 11),Todos los sobrenadan=—
tes de la 1fnea Uero=l] inoculados produjeron efscto citopdtico detectable
solamente a 339C,Asimismo, la eficiencia de replicacién a 392C (rendimian=
to al 49 dfa a 399C/rendimisnto a 339C) resulté siempre menor de 1077,
mientres qgque con X3E13 gstandar la relacidn 39/33 alcanzé a D,46,

Estas experiencias indicaron que la selececifin de variantes termosensi=-
bles a consecuencia de la infeccidén persistente mo era un evento al azar

y resultaba factible asignar a la evolucién de este tipo de mutanmtes un rol

importante en el mantenimiento de la infeccidn crénica,

Inactivacién térmica,

Ademds de la capacidad del virus recuperado deé la infeccidn persistente
de multiplicar a distintas tempsraturas, se estudid la inactivacién in-wi-
tro del mismo por efecto del calor en comparacidn com la cepa salvaje
XJLla.Da este modo se buscd establecer si la replicacidn mercadamente redu~-
cida del virus persistente a 399C estaba relacionada con una menor estabi-
lidad térmica de la pertfcula viral, provocada por alguna alteracidén de
las protefnas estructurales del wiridn,

Para determinar la termoestabilidad de ambos virus, se prepararon dilu=
cionea /10 de los stocks de YJ-3 y x3313 en PBS,Dichas diluciones se frac-
cionaron en voldmenes de 1 ml en tubos de hemélisis, los que se calenta-
ron en hafio de agua termostatizado durante 60 minutos a diversas tempsra=-
turas entre 37 y 502C,Luego de enfriarlas en hislo, las muestras se inocu=
laron para ser tituladas por ACP en tubos de cédlulas Vero,Los porcentajes

de actividad infecciosa remanente en ceda muestra luego del tratamiento
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por calor se calcularon an funcidn de los cocientes del t{tulo de cadas

muestra y el t{tulo del control que se mantuvo 60 minutos en hiselo,

t{tulo de la muestra calentada , 100
titulo del control

% actividad remanente =

Los resultados que se musstran en la Figura 17 evidencian que VJ=3 re=
sulta mé&s 14bil al calor que la cepa original de virus Junin utilizads
para iniciar la infeccidn persistente,As{ a 37¢C, la infectividad de
XJC13 sa mantiene inalterada mientras que VJ=3 pierde un 90% de su ca=
pacidad infecciosaj a 43 y 46°%C se mantiene esta diferencia entre uno vy
otro virus ya gue VJ=3 retiene 5.,5% y 3.2% de su infectividad y x3c13.
22 y. 9,2%, respectivamente,Despuds de 60 minutos de calentamiento a 50¢9C
se manifieata mds notoriamente la distinte termolabilidad de ambos wvi=
rus pussto gue mientras XJE13 m;ntisne adn 1% de su infectividad origi=
nal, el virus persistente ha sido totalments inactivado mo pudiendo de-
tectarse ninguna partfcula infecciosa a trauéé de la titulacidn,

El siquiente experimento consistid en la determinacidn de la cindtica
de inactivacidn térmica a 379C,.Diluciones /10 de VJ=3 y XJCl, se incuba-
ron a 372 en bafio de agua, tomdndose muestras de cada uno a distintos
intervalos de tiempo.Cada muestra se tituld por ACP en células Vero y
se graficé para cads virus el porcentaje de actividad recuperada (calcu-
lado en forma similar que en las experiencias de la Figura 17) en fun=
cidn del tiempo de calentamiento,Como ss muestra en la Figura 18, la in=-
fectividad de VJ=3 se inactiva més rdpidaments que la de XJCl, y, al fi-
nal de la experiencia, lusgoc de 4 horas de calentamiento, XJCl_, mantiene

3
adn 15% de la infectividad original mientras que VJ=3 s6lo retiene sl 2%
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FIGURA 17

Inactivacidén de XJC1l,_  y VJ-3 a distintas temperaturas.
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FIGURA 18

Cinética de inactivacidn de XJC1., y VJ=3 a 372C,
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de su capacidad infecciosa,

Los datos de las dos experiencias gue se grafican en las Figuras 17 ¥y
18 ponen de manifiesto la mayor inestabilidad térmica del wirus gus per-
siste an las células Vero-J respecto de la cepa parsntal,Esto permite con-
clufr gue la termosensibilidad de la variante viral selesccionada durante la
infeccidn persistente se debe a la alteracién de algdn componente estructu-

ral del virién,

Interfersncia con la replicacién del virus estandar,

En numerosas infecciones persistentes establecidas en cultivo de tejido
con diferentes virus animales se ha comprobado la presencia de particulas
defectivas interferentes (Dl), asignéndoles a las mismas un rol preponde=-
rante en el establecimiento y requlacién de la infeccién crémica (23).E1l
comportamiento de las partfculas DI ha sido estudiado a fondo con aguellos
virus que mejor fueron caracterizados en su aspecto bioqufmico como son
vsv (80), Sindbis (81) y Polioc (82).La propiedad esencial de sstos virus
defectivos &s su capacidad de interferir especificamente con la replica=-
cién imtracelular del virus homélogo no defectivo,

Aunque las caracter{sticas de las partfculas DI en el grupo Arenavirus
no estén perfectamente establecidass adn por las dificultades qus se presen~
tan para su purificacidn, los trabajos realizados por Pfau y col, con los
virus LCM (37), Parana (39) y Pichinde (40) permiten confirmar su existen=
cia en los sobrenadantes de células persistentemente infectadas con dichas
virus,A consecuencia de sllo se ha postulado gue la requlacidn de la infec=

cidn con los Arenavirus se produce por la sfntesis de partfculas defecti-



vas (83),

lTambién se ha descrito la produccién de actividad interferente com las
propiedades 1fticas del virus estandar en sobrenadantes de una sublinea de
cédlulas Vero crénicamente infectadas con virus Junfn (42) mientras que sn
otra sublfnea similar no se ha podido detectar ningdn tipo de interferen=-
cia con la cepa parental (41).En base a estos resultados ss intentd esta-
blecer si las partfculas DI representaban. algdn factor determinante de la
infeccidn en la sublinea Vero=J,

Monocapas de células Vero normales crecidas en botellas de 30 cc da ca=
pacidad se infectaron con 0,2 ml de sobremadante aislado a partir de los
pasajes 3, 4 y, 20 de la 1fnea Vero=-J,Luego de 1 hora de adsorcidn a 37¢eC
se retird el indculo y las células se lavaron dos veces con PBS.,Despuéds
del segundo lavado, todos los cultivos previamente infectados con sobrena=-
dante de VUero-J fueron descargados con 0,2 ml de virus Junin, cepa XJCIS
a una m da l.,tn forma paralela se infectaron cultivos controles no trata=
dos con sobrenadante de Vero=J,Despuds de 1 hora de adsorcién a 372C, se
lavaron las monocapas y se agregd medio de mantenimiento, incubdndose las
botellas a 379C,A las 24 horas p,i, se cosechd sobrenadante de todas las
botellas a fin de medir sl rendimisnto de virus Junfin en cada caso (Tabla
12) y se obaervd la evolucidn de la ACP durante 16 dfas (Figura 19),.

Sa @ligid dar el desaffo con virus estandar una hora despuds del trata=-
miento con sl sobrenadante de los cultivos crénicos tomando en cuenta los
estudios realizados con Parana y LCM (39) en los oue se determind gua la
actividad interferente es més pronunciada cuando se da el challenge den-=

tro de las 4 horas de tratamiento con el virus DI,
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FIGURA 19

Evolucién de la ACP en cultivos previamente inoculados con sobrenadantes

de la 1lfnea Vero-J y lueqo descargados con virus XJCl, estandar,
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TABLA 12

Determinacidn de actividad interferents en los sobrenadantes de la

1inea Vero=-J,

Material preinoculado Desaffo con Rendimiento a las 24 hs
XJC1, UFP/ml

Sobrenadante VJ1=3 s{ 6.9:103

" No 10
Sobrenadante VJ-4 - s{ 6.6xlﬂ3

] No £5
Sobrenadante VJ=20 s{ 5.5x.lD3

" No <5
Medio mantenimiento s{ 6.1xlﬂ3

" No £5

Los resultados de sstas experiencias indican claramente que no se re-
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gistra en los sobrenadantas de la l1fnea Vero=J ningdn tipo de actiwidad ine
terferente con el virus estandar, tanto esn la produccién de ACP como en el
grado de multiplicacién viral.kEn efecto, el perfil de ACP que produce el
virus Junfn en las cédlulas Usro pretratadas con sobrenadante de Vero-J ss
similar al gue se desarrolla en células Vero sin pretratar (Figura 19).ts=-
te comportamiento del virus Junf{n se manifiesta tanto si el prstratamiento
se realiza con sobrenadantes de Vero=l en los que se detectan UFP como es
el correspondiente al pasaje 3 (Figura 14) y que por lo tanto son capaces
de producir ACP, como con aquellos pasajes (4 y 20) en los gue no se pueds
detectar virus infeeccioso por placas ni originan efectos citopéticos,

Ll dnico resultado llamatiuo que se presenta en la infeccidn mixta ss
la supresién de los efectos citopdticos de VJ=3, gque se manifiestan sntre
los lU=14 dfas p,i,Cuando se da la descarga con x3813 s 8 alta m, este vi-
Tus ejerce su actividad l1ftica sobre les células en forma similar que en
los controles y anula aparentemente los efectos citopdticos de VI=3,

En la Tabla 12 se observa quse tampoco hay ninguna inhibicidn en los ren=-
dimientos de virus estandar por el pretratamiento con los tres sobrenadan-
tes probados, respecto del control hecho con medio de mantenimiento.En to-
dos los casos los tftulos a las 24 horas despuds de la infeccidn con
x3013 oscilan entre 5,5 y 6.9x103 UFP/ml, cayendo las variaciones dentro
del error dal método,Nuesvamente se observa la falta de actividad interfe=
rente con la replicacidén del virus estandar en aguellos sobrenadantes que
producen virus a las 24 horas (pasaja 3 s 10 UFP/ml) como en los gue no
producen partfculas infectivas (pasaje 4 y 20),

Aungue no se han detectado a travds de estos ensayos partfculas inter-
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ferentes, no puede descartarse totalmente su presencia en los cultivos
Vero-J, ya que pueden encontrarse en nmiveles muy bajos que resultem inde-
tectables para la sensibilidad de la técnica empleada,Perc de todos mo-
dos, estos resultados sugieren oue el rol de las partfculas DI en la re-
gulacién de la infeccidn persistente de Vero-J es muy poco trascendente,
en contraposicidén a lo que se ha sncontrado en otras investigacionses con

Arenavirus,

Ce=FACTORES AMBIENTALES QUE AFECTAN LA RELACION VIRUS=CELULA,

La evolucidén de una infeccidn viral no depende Unicamente de la inter=-
accién directa de la partfculas de virus con su célula.huéapad, sino qus
estd condicionada por un gran ndmero de factores ambisntales que influyen
sobre el sistema.,Este concepto es vdlido tanto para infecciones estableci-
das en células cultivadas in-vitro como en animales.

tn el caso particular de las células Vero crénicamente infectadas con
los virus Junin y Taceribe se estudiéd la influencia de difareﬁtss condi=-
ciones. de mantenimiento de los cultivos (temperatura de incubacién, fre-
cuencia de subcultivos, adicién de células susceptibles, etc) sobre las

caracter{sticas de la relacién virus-=cédlula establecida,

bEfecto de la temperatura de incubacidn,

Los resultados descritos anteriormente gue demostraron la ssleccidn de
una variante de virus termosensible durante la infeccidn crénica, sefiala-
ron la posibilidad de ques una variacidén de la temperatura de incubacién de

los cultivos alterase las caracterfsticas de las lfneas persistentemante
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infectadas,En varios e jemplos descritos en la bibhliograffa ocurre gus al
incubar las células crénicamente infectadas a la temperatura permisiva pa=-
ra la mutante, se desarrollan notorios efectos citopdticos habiendo mayor
produccién de virus gue a 37eC (30)(31), mientrss que a la temperatura
restrictiva se reqistra menor produccién de virus, llegando a veces & Cu=-
rarse los cultivos de la infeccién.En consecuencia, se decidié estudiar

el efecto de la temperatura de incubacién de los cultivos de células Ve=-
ro-J) sobre la capacidad productora de virus de la sublinea,

Previamente, se determiné la viabilidad y capacidad de multiplicacidn
de las células Vero-J a temperaturas menores de 372C,Para ello, se hicie-
ron paralelamente dos curvas de crecimiento celular : a 332C (temperatura
6ptima de la variante ts aislada a partir de la lfnesa) y a 372C.A distim=
tos dfas despuds de sembradas se tripsinaron células Vero-=] pasajs 20,
incubadas a 33 6 379 ,5e hizo el recuento celular en dos cultivos de cada
serie, presenténdose los datos obtenidos en la Figura 20,

Las células Vero=J crecen més lentamente a 332C, hay un retraso en el
tiempo de duplicacién celular y se requiere mds tiempo para formarse la
monocapa.Morfolégicamente el aspecto de los cultivos es précticamente si-
milar a 33 y 379C,.Hecién despuds de varios dfas empisza a habar un mayor
agrupamiento en las células mantenidas a menor taﬁparatura, con forma=
cién de aclmulos de células redondas y oscuras, fendmeno que también pre~
santan las células Vero normales cuando son mantenidas por mucho tiempo a
332C,

A fin de observar el efecto de la temperatura de incubacién sobre la

relacién virus-célula se tripsinaron y sembraron células uern-ﬂ 20, pro=
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F1GURA 20

Curvas de crecimiento de Vero=J a 33 y 37¢°C,
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cediédndose a incubarlas a 33, 37 6 399C desde sl momento de la siembra,Cada
serie se repicd semanalmente y se observd al microscopio éptico,Despuds de
3 pasajes continuados a 332C, no se notaron diferencias entre las células
mantenidas a esa temperatura y las incubadas a 379C : en ningln caso hubo
ACP,Lo mismo puede afirmarse respecto de las células Vero-J incubadas a
39¢C,Ademés, se titularon por el método de placas alfcuotas de los sobrena-
dantes cosechados a las 48 horas despuds del segundo repique a cada tempe-

ratura (Tabla 13),

TABLA 13

Efecto de la temperatura de incubacién sobre la liberacidn de virus

infeccioso a partir de células Vero=l,

Temperatura de T{ftulo del extracelular
preincubacidn a las 48 horas
ec UFP/ml
. 3
33 1,28x10
2
37 4,32x10
2
39 3.10x10

Hay una mayor produccidén espontdnea de virus infeccioso a partir de

las células crdénicamente infectadas cuando dstas son incubadas a tempera=-



=113=-

turas més bajas (339C),A 399C hay disminucién en la produccidén de virus
pero se observa gue igualmente, aunque en menor proporcidn, hay libera-
cibfn de virus a partir de las células Vero-J,Este comportamiento dual pro~-
bablemente se deba al hecho de aue junto con las partfculas que son termo-
sensibles los cultivos persistentemente infectados producen una cierta
cantidad de partfculas de virus estandar nue mantienen las propiedades de

la cepe original,

Efecto del metabolismo celular,

La liberacidn esponténsa de virus a partir de la 1inea Vero-J depsnde
del tiempo transcurrido despuds del repinque, lo que se comprobd mediante
el siguiente experimento : células Vero-J pasaje 3 fueron tripsinadas y
sembradas en botsllas de 90 cc de capacidad con medio 199 de crecimiento
conteniendo 104 de suero de ternera inactivado,Los cultivos se incubaron
a 372C por 8 dfas, renocvédndoles el medio de mantenimiento al tercer y
sexto dfa post-repigue.A los dfas 2, 3, 4, 6 y 8 posteriores al repique
se tomaron alfcuotas del sobhrenadante de dos botellas, conservdndolas a
-708C haéta el momento de su titulacién por formacién de placas,Simulté-
neamente, las células de esos dos cultivos fueron tripsinadas, y resus=
pendidas en 1 ml de medio de mantenimiento al que se afiadid una gota de
solucidén acuosa de azul Tripan.Luego de 15 minutos, las células viables
88 contaron en una cédmara de Neubausr, determinando de esa manera el nd=
mero total de cdlulas por cultivo,Los datos obtenidos se presentan en la
Figura 21,

El rendimiento de virus infeccioso aumenta a medida gque aumenta el nd=-

mero de células, que van formando una monocapa confluente (72=96 horas),
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FIGURA 21

Liberacién de virus a partir de cultivos Vero-J a distintos dfas

después de la siembra ds células,
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Entre los 4-~-6 dfas post-siembra hay una fase estacionaria en la produccién
de virus, mientras gue las células se encuentran en plena fase logarftmica
de crecimiento,Luego del 6% dfa, se produce nuesvaments un aumento en la
produccidén de virus, que coincide con una renovacidn de los nutrientes al
dfa 6,5in embargo, en esa stapa ya las células han comenzado a declinar

en su crecimiento.,Esto implicar{a que no es imprescindible para la produc=-
cién de virus un estado metabdlicamente activo de la célula, ya qus la sn=
trada de éstm en la fase estacionaria no disminuye la eficiencia producti=-
va del sistema,

Este fendmeno también se observd en la 1{nea Vero=T.,En el pasaje 7 de
dicha linea se titularon por formacidén de placas alfcuotas de los sobrena-
dantes al dfa 12, 3¢ y 79 post-repique, efectudndose simulténeamente el re=-
cuento de células.Como se destaca en la Tabla 14 al dfa 79 post-siembra al
nivel de virus en el sobrenadante &s sensiblements mayor (2 logaritmos)

que al tercer dia.

THBLA 14

Produccifn de virus a partir de Vero=T7,

Dfa post-repigue Ne cdl,/cultivo T{tulo(UFP/ml)
1 BoBXL0" 5,4x10°
3 2,5x10° 2.3x10°

7 4.,7x10° 3,8x10°
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5i se compara el tftulo que se obtiene al 62 dfa despuds del repique de
Vero=-J pasajs 3 (1.8x102 UFP/ml) con el correspondiente al tercer dfa des=-
puds del repique de Vero-J 4 (€5), lo que eguivale a cultivos con el mis=
mo ndmero de dfas in=vitro pero con un repigue mds en el dltimo caso (pasa-
je 4) mientras que Vero-J 3 se mantiene sin repicar, nuevamente se ponas en
evidencia que en condiciones estacionarias de cultive hay mayor produccién
continua de virus a partir de las lineas persistentemente infectadas,Eato
también se manifestd al iniciar la sublfnea Vero-J) : al dfa 18 p.,i. comen=
z6 a repicarse como se detalla en [Materiales y Métodos un cultivo recupe=
rado de la infeccidén primaria con virus Junfn,En el segundo pasaje (24
dfas p.i.) no se detecta virus, al tercer pasaje (27 dfas p.i,) se detec-
tan dos logaritmos y nuevamente al cuarto pasaje (30 dfas p.,i.) no hay
produccifn viral, no recistrédndose en ningdn subcultivo ACP eaponténea en
la 1fnea (Figura 14).Por su parte, el cultivo mantenido en condiciones es=
tacionarias (sin repicar) produce a los 19 y 26 dfas p.i. 4 unidades lo-
gar{tmicas de virus Junfn y hasta el dia 30 manifiesta efectos citop4dticos
cfclicos (Figura 7).Es decir, el cultivo inoculado que se mantiene sin re-
picar produce virus en niveles méds slevados que la lfnea crénicamente in=
fectada que se subcultiva cada 3 6 4 dfas,

Todos estos resultados sefialan que no parece haber una sincronizacidn
entre la multiplicacidn viral y la multiplicacién celular ya que aquélla
alcanza mayores niveles cuando la célula entra en un estado estacionario de

crecimiento,

Efecto del agreqado de células sensibles,
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£l cocultivo de células persistentemente infectadas con células suscep=-
tibles al virus que origind la infeccidn persistentes es un método gensral-
mentea empleado con éxito para rescatar el virus presente en la infeccidén
crénica (84).,El agreqsdo de células sensibles brinda un hudspsed adecuado
para la replicacién del virus que se libera a partir de la pequefia canti-
dad de células productoras presentes en el cultivo,En esos casos, como se
ha postulado para la infeccidn crdnica con virus Junfn (42), la mayoria
de las células del cultivo oue rodean a la productora serfan resistentes
a la infeccién y el efecto 1f{tico del virus liberado sdlo se observa si
se adicionan cdlulas normales susceptibles,

£l cocultivo de células Vsro-J con células Vero normales se realizd, co-
mo se describe en Materiales y (létodos, sembrando cantidades iguales des am-
bos tipos de células.lLos cocultivos fueron observados diariamente sl micros=-
copio éptico durante 4 dfas, presentando las monocapas celulares un aspecto
totalmente normal respecto de los controles de cultivos simples,No se re-
gistréd ninguna alteracidnm citopdtica por el agregado de las céflulas sensi-
bles,A las 24 y 48 horas de sembrados los cocultivos se detsrmind la can=
tidad de virus presente en el sobrenadante y el intracelular, en forma pa-
ralela con cultivos de células Vero-J del mismo pasaje gue las empleadas
para el cultivo mixtae,A pesar de no haberse manifestado nimglin sfecto cito=
pdtico, las células Vero-J cocultivadas con células Vero susceptibles exhi-
bieron una produccidén significativamente aumentada de virus,As{ se ohserva
en la Tabla 15 gue el tftulo de virus a las 24 horas en sl sobrenadante de
los cocultivos supera en 1 log al producido por células VUero-J sin coculti=
var, difersncia que se mantuvo a las 48 horas,Por su parte, los extractos

celulares de Vero~J registran tftulos del orden ds 102 UFP/ml mientras gque
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en los cultivos mixtos a las 24 horas hay 1.39xlua UFP/ml y a las 44 horas,

a.35><ll.l4 UFH/ml, es decir un significativo aumento de 2 logaritmos.

TABLA 15

Produccidn de virus a partir de cocultivos de células Vero y \ero=J,

Cultivos celulares Material Infectividad(Uri/m1)
* %

24 hS. 48 ha.

; 3 3

Cocultivos sobrenadante 1,54x10 5.4%10

Vero=\Vsro=1

4 4

extracto celular 1,39x10 4,35x10
Células Vero=J sobrenadante 1.10x102 ¢.35x102
extracto celular NGH, ?..SDx10%

*

Horas despuéds de sembrados los cultivos simples de Vero=J
y los cultivos mixtos Vero=Vero=J,

NeH, ¢ No hechao,

Ue ssta forma, en la lfnea Vero-] se comprueba nue el agregado de cé=-
lulas sensibles activa la replicacidn del virus liberado a partir del ba=
jo porcentaje de células productoras de partfculas virales nue se habfan
manifestado anteriorments como centros infecciosos (0,1%).Mediante el agre-
gado ds células Vero se aumenta el ndmero de hudspedes suscaptibles al vie

rus espontdneamente producido en la infeccidn persistente,
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DISCUSION.

Durante las infecciones de células Vero con los virus Junin y Tacari=-
be se distinguen dos fases marcadamente diferentes.,La stapa inicial viru=
lenta se caracteriza por uma notable accidn citopatdgenma, abundante des-
truccién celular y produccién de altos tftulos de wirus.La aparicién,
intensidad y duracidén de esta fase estd directamente relacionada con la
multiplicidad de infeccidén (Figuras 1, 2 y 3).La aparicién de la ACP es
més terd{a cuando se usan multiplicidades de infeccién menores, demoran=-
do tambidn an igual medida en establecerse la recuperacién.Cuando se i=-
nocula virus concentrado, el gradec de ACP alcanzado no es superior a 2,
Este fendmeno evidencia la presencia de partfculas interferentes en los
stocks de virus usados.La concentracidn del componente interferente se=-
r{a menor que la del virus estandar ya que se logra el m&ximo de ACP di=
luyendo el stock original.,Le existencia de partfculas interferentes en
los stocks de Arenavirus ha sido demostrada in vivo e in vitro y también
se las ha relacionado con el fendmeno de persistencia viral (83),

La accidén citopdtica més significative que se desarrolla en esta eta=
pa virulenta, segdn lo observado por tincién de las cdédlulas con May
Grinwald=Giemsa, es la lisis cromatfnica y la extensa wvacuolizacidén del
citoplasma en el gue también se observan cuerpos basdéfilos polimorfos,
Estas observaciones estdn de acuerdo con las alteraciones descritas en
estudios citoquimicos y morfolégicos de la infeccidn primaria de células
Vero con virus Junin llevados a caho anteriormente (85)(86),

En los cultivos de células Vero infectados a una multiplicidad de 0,2
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despuds de la primera semana p.i, se emcuentra que coexisten grandes &re-
as de lisis con zonas donde las células presentam abundantes mitosis,A
medida que transcurren los dfas, la repoblacién celular se hace més evi-
dente, disminuyendo gradualmente la produccidén de virus extracelular.tsta
es la sequnda etapa de la infeccién que se caracteriza por la accidén mo=-
derada del virus sobre las células, estableciédndose una relacidn no cito=-
cfdica que lleva a la persistencia viral.,La sstabilidad de e&stos cultivos
infectados es bastante precaria ya que a partir de la primera recupera=-
cién del tejido, se suceden etapas ds aparicién de nuevas alteraciones
citopdticas sequidas de perfodos de regeneracién celular,La observacidén
por 8l término de 35 dfas de cultivos inmfectados con los virus Junin y
Tacaribe permitid registrar la aparicién de estos ciclos de lisis y rspo=-
blacidén celular (figuras 6 y 7).A medida gue transcurren estos ciclos,

8l perfodo comprendido entrs la destruccién celular y la repoblacién se
acorta,lLa actividad metabdlica del hudsped influye en la aparicidn de
esta forma de infeccidén ciclica ya que cuando se establecieron sublineas
de células persistentemente infectadas (Vero=J y Vero=T) que se subculti=
varon cada 3 6 4 dfas y, por lo tanto, se mantuvieron en un estado meta-
udlico activo, no se observd lisis celular en ningdn momento,Simultdnea=-
mente, en los cultivos inoculados que se mantienen sin repicar hay cons=
tante liberacién de virus al sobrenadante aldn en las etapas de regenera-
cién celular, detectdndose tfitulos del orden de 103_104 UFP/ml.En las
1fneas crdénicamente infectadas nue se repican en forma periddica se re-
gistran niveles sensiblemente menores de produccidén viral,Esto indicarfa

que la fase virulenta del virus se manifiesta preferentemente cuando
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las células se hallan en estado estacionarioc.Por el contrario, la per-
sistencia se establecerf{a en células metabdlicamente activas,

El estudio de la fase de persistencia de los virus Junin y Tacaribe
in-vitro comprende el andlisis de las propiedades de las células créni-
camente infectadas en relacidén a las células normales y la caracteriza=-
cidn del virus recuperado de la infeccidén persistente respecto de la
cepa parental que dié origen a la infeccidn,

Las alteraciones producidas por la presencia crdnica del virus en el
hudsped merecen especial consideracidn.Em general, no se abservan alte=-
raciones morfolégicas y/o de requerimientos nutritives enm cultivos per=-
sistentes originados por distintos virus,Sin smbargo, en las células Ve=
ro=J y \ero=T se pudo demostrar una independencia del crecimiento con
las concentraciones de suero usadas , a diferencia de las células norma=-
les que eran dependientes (Figuras 9, 10 y 11),.Estas diferencias en el
crecimiento entre células infectadas y normales fueron evidentes en los
primeros subcultivos, pero luego las tres lfneas fueron précticamente
indistinguibles en cuanto a morfologfa y crecimiento a pessr de que los
cultivos de Vero-J y Vero=1 liberan al medioc virus infectante.Solaments
se noté al microscopio Sptico una mayor velocidad aparente en la forma=
cién de las monocapas con las células crdénicamente infsctadas, pero es-
tas obssrvaciones no pudieron ser corroboradas por recuento en hemoci=
témetro,tn sistemas persistentemente infectados con Pichinde (40) se
describe también un mayor crecimiento aparente al microscopio éptico
respecto de la célula normal, junto con una cafda més rédpida del pH del

medio, pero no se detecta alteracidn en la divisidén celular al hacer
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recuento.Los autores postulan en ese caso que la velocidad de divisién
de los cultivos persistentes podria ser mayor pero debido & un balance
fortuito en la lisis celular, el ndmero de divisiones resulta similar al
de los cultivos controles,

Un hecho llamativo fue la aparicidn en los cultivos de Usro=J y VUg=
ro=-T de un lU% de cédlulas gigantes multinucleadas con numerosos nucleo=-
los de formas andmalas e hipertréficos.En la bibliograffa se ha registra-
do la aparicién frecuente de células gigantes en la infeccidén primaria
de células Vero con virus Junfn o Tacaribe (B5) peroc no se ha descrito
ninguna alteracidn morfoldnica durante la infeccidn persistente in-vitro
con Arenavirus,tl significado de los acdmulos de HNA observedos en las
células no ha podido aclararse,Ss podrfa especular gue éstas son las cé-
lulas en las ngue el virus se sintetiza en forma constante; sin embargo,
mediante el ensayo de placas se detecta solamente 0,1% de centros infec-
ciosos en la poblacidn celular y aunoue pueda suponarse que este Ultimo
ensayoc es poco sensible y rifnde valores menores que los reales, la dife-
rencia parece demasiado amplia pomo para equiparar ambos cenceptos.

Una impostante conclusidn establecida a travéds de esta investigacidn
es la ausencia de alteraciones a nivel cromosdmico en las células porta-
doras de la infeccidn persistente, respecto de las cédlulas normales,Este
hecho sefiala nue 18 presencia del gemoma viral no deja ninguna secuela ©
dafo cromosdmico detectable mediante el andlisis citogendtico llevado a
cabo,

La persistencia de los virus Junin y Tacaribe en los cultivos se re=

fleja fundamentalmente a través de la alterada susceptibilidad que pre-
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sentan a la infeccidn con el virus parental,La interferencia homdéloga
tue completa, no registrdndose ningdn sfecto sobre la célula crénicamen=-
te infectada por reinfeccidn con la cepa parental u otro virus antind-
nicamente relacionado con la misma,Por el contrario, en mingdn caso se
detectd interferencia heterdloga siendo los cultivos portadores de virus
tanto o m&s susceptibles a la reinfeecidn con una amplia gama de virus a
ARN o AUN (Tabla S).tste hecho descarta totalmente al interferdén como
agente moderador que jugase alqdn rol en el control de la infeccidén crdé-
nica,

Junto con la sefialada resistencia espec{fica frente a la reinfeccidn
con Arenavirus, los cultivos gcrdnicamente infectados se caracterizan por
una liberacidn cfeclica de virus al sobrenadante, alterndndose pasajes en
los nue no se puede detectar virus por formacidn de placas con otros en
los que se encuentran l-2 unidades logar{tmicas de virus.,A pesar de esta
produccidn de virus infectivo gue ocurre adn después de los 10U dfas de
vida post-infeccidn in-vitro, en ningdn momento se registran esn los cul=-
tivos de VUero=J] o Vero-T efectos citopdticos espontdneos, lo que marca
nuevamente la notoria resistencia de la mayorfia de las células que for=-
man el cultivo a la multiplicacidn del virus parental,tsta pronunciada
interferencis homfloga es una caracterfstica comdn a todos los sistemas
persistentemente infectados con Arenavirus descritos hasta ahora (36)
(37)(51)(42).

£l virus rescatado de las células Vero-] y Vero~T fue identificado
como virus Junfn y lacaribe, respectivamente, mediante la reaccidn de

seronsutralizacién,El andlisis de las propiedades del virus recuperado
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de la infeccidn persistente evidencid la seleccidén de una variante viral
termosensible que mantiene las mismas propiedades de la cepa parental, a
excepcidn de una mayor inestabilidad tdérmica y capacidad disminufda ds
replicar a temperaturas superiores de 379C,As{, sl virus recupsrado de

la infeccidn crénica es capaz de producir en cédlulas Vero los efectos ci=-
topéticos caracterfsticos de Junin y Tacaribe, incluyendo la formacidn

de placas bajo agar; tambidn se mantiene la patogenicidad para ratdn
lactante y la capacidad de originar en células Vero infscciones persis=—
tentes estacionarias con ciclos de lisis y repoblacidn celular,

La variacidn entre el virus persistente y la cepa que did origen a
la infeccidn crdénica ss registréd a nivel de su capacidad de replicer in-
vitro a temperaturas elevadas,La eficiencia de multiplicacidn del virus
rescatado de Vero-~J a 392C estd sensiblemente disminufida respecto de
339C a diferencia del virus parental que no presenta alteracidén signifi-
cativa en su replicacidn a 39 y 339C,

Las curvas de crecimiento de ambos virus a las dos temperaturas ilus-~
tran claramente la variacidn registrada en el virus que ha evolucionado
durante la infeccidn persistente (figura 16).Este tipo de variantes ts
8e encontraron consistentemsente en todos los pasajes de la sublfinsa Ve-
ro-J en que se intentd su aislamiento (Tabla 11), lo que seflala nus su
seleccidn no es un svento al azar ocurrido durante el procesc infaccioso
sino por el contrario representarfa un hecho peculiar de la infeccién
crénica I{ntimamente relacionado con la evolucidn de la misma,

La termolabilidad de la variante viral persistente, medids a través ds

cinéticas de inactivacién térmica realizadas a diferentes temperaturas,
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resultd mucho mayor gue la del virus Junfn estandar,Dado que las variacio-
nes en labilidad térmica pueden considerarse como indicadoras de altera-
ciones a nivel de protefnas virales estructurales, la termosensibilidad
de la variante VJ=3 se deberfa fundamentalmente a la alteracién de algdn
componente proteico estructural del virién,Con el virus de Newcastle tam=
bién ocurre seleccidn de mutantes ts a consecuencia de la infeccidén cré-
nica en diferentes sistemas celulares, habiéndose demostrado en ese caso
ague la actividad de ARN polimerasa asociada al virus seleccionado en los
cultivos de células L persistentsmente infectados sra mds 14bil al calor
cue la del NDV parental (87),En el caso particular del virus Junfn, se ha
detectado ectividad de polimerasa en el virus estandar (BB), siendo ya de
por sf algo termoldbil puesto oue sdlo se pone de manifiesto dicha acti=-
vidad in=-vitro cuando la reaccién snzimitica de efectda a 322C y no a
37eC o mayor temperatura,For lo tanto, no puede realizarse un estudio
comparativo con la variante persistente, concluyéndose dnicamente que en
la variante viral seleccionada durante la infeccidn crénica se ha produ-—
cido la alteracién de algdn componente sstructural del viridén.

En los sobrenadantes de cultivos celulares persistentemente infectados
con virus relacionado a los virus Junfn y Tacaribe, como son LCM (37),
Parana (39) y Pichinde (40) se ha comprobado la presencia de partfculas
virales defectivas gue poseen capacidad de interferir con la replicacidén
del virus estandar, habiéndosele asignado a las mismas un rol preponde-
rante en la requlacidén de la infeccidn,También se ha detectado actividad
interferente en sobrenadantes de cultivos crénicamente infectados con vie

rus Junin (42) mientras que en otro sistema similar originado en las mis=
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mas condiciones no pudo ponerse en evidencia dicha propiedad (41).Aunaue
no se conocen en ningdn caso detalladamente los mecanismos moleculares
responsables, las partfculas defectivas tienen por lo general un cierto
efecto interferente sobre el crecimiento de la particula infecciosa homé=
loga y, por lo tanto, resulta f&cil deducir la forma en que las mismas
podrfan regular la produccidén de virus en las células, estableciendo un
enuilibrio que permite el mantenimiento del estado "carrier",5in embargo,
en la infeccidn persistente de células Vero con virus Junfn analizada en
este estudio no pudo demostrarse la presencia de particulas interferentas
por determinacién de la capacidad de los sobrenadantes de los cultivos de
inhibir 1a replicacidn del virus estandar, ya sea midiendo los efectos
citopdticos nue se producen sobre la célula como consecuencia de la infac—
cidn mixta en relacidn a la infeccidn con virus estandar XJCl3 (Figura 19)
0 comparando los rendimientos virales en ambos casos (Tabla 12),

Los indicios de la probable pressncia de partfculas interfersntes &n
los cultivos de VUero=] son indirectos y se basan en dos observaciones @
1)la infeccidn de células Vero con el virus recuperado de la infeccidn per=-
sistente a menor m produce mayores rendimientos y efectos citop4ticos més
intensos nue si se inoculan los sobrenadantes concentrados; esto sefiala
la probabilidad de gue el sobrenadante de las células crdnicamente infecta=-
das contenga partfculas autointerferentes, como sucede con los stocks de
virus estandar§2)los ciclos de produccién de virus detectados en los so=
brenadantes de Vero-J y Vsro-T por la técnica de placas muestran que en ale
gunos pasajes el virus infeccioso desaparece, para lusgo reaparecer en can—

tidades gue oscilan de 1-2 log.fFn la mayorfa de los sistemas virus-célula
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astudiados, este fendmeno de produccién cfclica siempre estd asociado a
la presencia de partfculas defectivas interferentes,Por lo general la
disminucidn en sfntesis de virus estandar esta precedida por una alta pro=-
duccidn de part{cula; 0l (89),A pesar de que estas dos circunstancias po=
drfan indicar la presencia de formas virales no infectivas en los sobre-
nadantes de los cultivos persistentes Vero-=l, los mismos no mastraron ine
terferencia con la replicacidén del virus estandar, tanto en los pasajes
an cue se detectd virus por UFP como en aguéllos en gue aparentemente no
hatfa liberacidn de viriones infecciosos.Esto sugiere gue el rol de las
partfculas interferentes en la reqgulacidn del sistema Vero=J es poco im=-
portante a diferenciea de lo gue se ha postulado con otros Arenavirus, pe=
ro no puede descartarse totalmente su participacidn en la misma,

En los estudios reslizados por diferentes investigadorses sobre el fe-
ndmeno dg persistencia de Arenavirus in-vitro se han encontrado conside=
rables variaciones en la relacidn virus-célula establecida, habisndo apa-
rentemente un aran ndmero de factores implicados en la regulacién de la
infeccidn.Ya se han mencionado las conclusiones elaboradas por Pfau y col,-
nquisnes ubican a la particula DI como el agente encargado de establecsr
8l balance entre produccidn de virus infeccioso y la multiplicacidn celu=
lar pue conduce a un sistema estable de persistencia viral,

S5eqdn J.Hotchin, las partfculas defectivas no replicativas, indudable-
mente presentes en alaqunos stocks de LCF, no son el principal factor res=
ponsable de la persistencia (9U),En cultivos de células L persistentemen=
te infectadas con LCPH, Hotchin y col. revelan la presencia de bajos nive=

les de una variante de LCI1 de crecimiento lento, no formadora de placas,



no patégena para ratén y diffcil de detectar,Esta variante se halld con=
sistentemente como producto final de la infeccidn persistente de LCM en
cultivos positivos por inmunofluorescencia y sin virus detectable por pla-
cas (91).A través del concepto de infeccidn cfclica transiente se postula
una explicacidén del fendmeno de persistencia en Arenavirus,Segdn esta hi=-
pétesis cada célula pasaria por distintos estadfos durante el proceso ine

feccioso ¢

susgeptible

refractaria a la llllllIIIIIIIIJv

infectada
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productora de virus

Esta produccién de virus intermitente o temporaria puede asociarse con
la variacidn cfclica de tffuloc de rwncm en los cultivos persistentes con
Arenavirus (90),

Las observaciones de Hotchin fueron confirmadas y ampliadas a travds
de los estudios llevados a cabo por Lehmann=Grubse, quien tambidn conclu=-
ye vue las partfculas U1 no juegan un rol fundamental en el mantenimien-
to de la infeccidn con LLCM aungue su presencia no puede ser totalmente
exclufda,56 postula que el virus cosechado de los cultivos carrier es una
variante atenuada cuyos efectos citopdticos sobre la célula son muy diff-
ciles de detectar,lComo estas variantes atenuadas interferirfan con la re-
plicacién del virus citolftico, pueden ser tomadas erréneamente como par=
ticulas DI, pero son en realidad virus sstandar con capacidad reducida de

destruflr las células cultivadas in~vitro aungue a veces patfgenas para ra-



tdn (92).La gran variabhilidad genética del virus LCM demostrada a través
de las distintas subcepas aisladas de un mismo stock explicarfa la evolu=-
cidn de este tipo de particulas.

Como puede observarse el fendmeno de persistencia viral es sumamente
complejo y se encuentra en la bibliograffa gque para un mismo virus han si~-
do propuestos independientemente diferentes mecanismos a fin de explicar
cémo se mantiene la infeccidn crdnica.Esto sucede tanto dentro de los A=
renavirus como con diferentes miembros de otras familias de virus.,bEl and-
lisis de los sistemas Vero-J y Vero~T llevado a cabo durante estas inves=
tigaciones brinda nuevos aportes nue contribuirdn al esclarecimiento del
mecanismo que regula este tipo de infeccidn crénica.Entre el virus tempo-
rariamente producido por dichos cultivos y la célula hudsped qus ss para=-
sitada se sstablece un estado de coexistencia equilibrade cuyo mantenimien-
Lo parece implicar una compleja relacidn entre factores especi{ficos del vi=
rus y factores espec{ficos del huésped,Como se ha visto, el equilibrio vi=-
rus-célula se alcanza,sin afectar notablemente a la célula,a partir de la
fraccién celular sobreviviente a la primoinfeccidn, mientras que la pobla-
cidn viral producida en las stapas tempranas y tardfas de la infeccién
crénica sstarfa formada preponderantemente por variantes termosensibles de
la cepa original acompafiadas de una minima cantidad de virus estandar, no
siendo aparentemente trascendental la influencia de las particulas defec=
tivas interfersntes, cuya presencia es evidente en los stogks de virus Ju-
nin,

En la mayor{a de los casos donde se ha demostrado seleccién de varian—

tes ts a consecuencia de una infeccién crdnica no resulta claro cudles son



las presiones selectivas gue producen la evolucidn de este tipo de variam-—
tes virales ni tampoco si las mismas son suficisntes para mantener el esta-
do "carrier" o si ®s necesaria ademds la presencia de partfculas defectivas
que ejerzan un cierto control de la produccién de virus.De todos modos, la
seleccidn de mutantes wvirales ts y la produccién ciclica de partfculas DI

no tienen porqud ser mecanismos excluyentes.Por el contrario, aparentemente
los sistemas persistentemente infectados estdn requlados por una serie de
factores 8 través de cuya intesrrelacidn se controla el proceso.BEstos facto-
res moduladores pueden ser las partfculas defectivas interferentes, las mu=-
tantes virales termosensibles y , probablemente, tambidn la célula hudspsed a
través de la codificacién de alguna proteina especffica,Por lo tanto, un le-
ve cambio en las condiciones de cultivo o pasaje puede ser suficiente para
desnivelar el balance hacia el enriquecimiento de mutantes, seleccifn de
revartantes o sfntesis de partfculas defectivas interferentes, explicéndose
asf{ la gran variabilidad en los resultados que se obtienen al trabajar con
sistemas gue en apariencia resultan similarss pero cuyo sstudio arroja con-
clusiones disfmiles,

Los resultados de la presente investigacidn muestran un nuevo enfogque del
estudio de la persistencia in=vitro de los Arenavirus y en particular de los
virus Junin y Tacaribe.,Junto con la clara svidencia de la falta de efectos
malignos producidos por el virus sobre la célula portadora del genoma viral,
se demuestra la produccidn & partir de dicha célula de una variante viral
termosensible nue se selecciona inmediatamente despuds del sstablecimiento

de las sublfneas crénicemente infectadas.,Al prevalecer en los cultivos gs=
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te tipo de partfcula viral de pronunciada inestabilidad térmica y cuya tem=
peratura 6ptima de replicacidn es inferior a 370C (quizds asimilable a la
partfcula de crecimiento lento, 5G, descrita por Hotchin para LCM) se fa-
cilitarfa el mantenimiento de una infeccidén persistente productiva de vi=-

rus Que no provoca dafio 8 la cdlula infectada,

y[[(/ At _;.,,-,-,, /.f_'("‘f.“-_’,.:_. |
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