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L a s  i n f e c c i o n e s  d e  e t i o l o g d a  v i r a l  puederi  d i v i d i r s e  e n  d o s  g r a n d e s  

y r u p o s ,  d e  a c u e r d o  a  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  do l a  i n t e r a c c i d n  q u e  t , i e n e  l u -  

g a r  e n t r e  e l  v i r u s  y s u  c e l u l a  h u d s p e d .  

En l a s  i n f e c c i o n e s  a q u d a s  s e  t i e n s  como r e s u l t a d o  f i n a l  l a  l i b e r a c i b n  

d e  n u e v a  p r o g e n i e  v i r a l  acompanada  d e  l i s is  c e l u l a r  q u e  l l e v a  a u n a  d e s -  

t r u c c i d n  c a s i  t o t a l  d e l  t e j i d o  i n f e c t a d o . P o r  s u  p a r t e ,  e n  l a s  l l a m a d a s  

i n f e c c i o n e s  p e r s i s t e n t e s  se e s t a b l e c e  un c i e r t o  e q u i l i b r i o  e n t r e  l a  p ro -  

d u c c i d n  d e  v i r u s  y l a  d e s t r u c c i 6 n  c e l u l a r ;  l a  c Q l u l a  se d i v i d e  e n  fo r rna  

n o r m a l ,  m a n t e n i d n d o s e  s i n  s u f r i r  daEo a p a r e n t a  p o r  l a  p r e s e n c i a  d e l  v i r u s  

o d e  l a  i n f o r r n a c i d n  p a r a  s u  p r o d u c c i b n .  

O u r a n t e  muchos  afios 10s e s t u d i o s  v i r o l 6 g i c o s  se h a n  c e n t r a d o  fundarnen- 

t a l m e n t e  e n  e l  e s c l a r o c i m i s n t o  d e  L R S  i n f e c c i o n s s  a g u d a s  q u e  o c a s i o n a n  

g r a v e s  e n f e r m e d a d e s  e n  e l  ser human0 como v i r u e l a ,  p o l i o ,  s a r a m p i d n  y  o- 

t r a s . T a l e s  e n f e r m e d a d e s  p r e s e n t a n  un p e r f o d o  d e  i n c u b a c i d n  a s i n t o m Q t i c o  

r e l a t i v a m e n t e  b r e v e  q u e  d u r a  d e  2 d l a s  a 2 b 3 s e m a n a s ,  d u r a n t e  e l  c u a l  

t r a n s c u r r e  l a  m u l t i p l i c a c i d n  v i r a l . C u a n d o  se s u p e r a  un u m b r a 1  c r f t i c o  d e  

d i s e m i n a c i d n  d e  v i r u s  en e l  o r g a n i s m o ,  a p a r e c e n  10s s f n t o m a s  d e  e n f e r m e -  

d a d  acompaf iados  d e  daRo a n i v e l  t i s u l a r , L a s  d e f e n s a s  a n t i v i r a l e s  d e l  

h u d s p e d  i n c l u y e n  e a p e c i a l m e n t e  l a  p r o d u c c i d n  d e  i n t e r f e r d n , ,  a n t i c u e r p o s  

n e u t r a l i z a n t e a  y d e s a r r o l l o  d e  i n m u n i d a d  m e d i a d a  por  c Q l u l a s . D u r a n t e  e l  

p e r f o d o  d e  i n c u b a c i d n  SEI r n o v i l i z a n  t o d o s  e s t o s  m e c s n i s m o s  de d e f e n s a  y ,  

s a l v o  q u e  l a  e n f e r m e d a d  r e s u l t e  f a t a l ,  s e  d e t i e n e  e l  p r o c e s o  i n f e c c i o s o  

s i e n d o  e l i m i n a d o  e l  a g e n t e  p a t d g e n o  d e l  o r g a n i s m o  d e n t r o  d e  l a 8  pocag  



semanas pos te r i o res  a1  comiento de 10s sfntomes.EnTrantada a  una in fec-  

c idn aguda e l  organism0 r s g i s t s a  una respueata d e l  t i p o  "todo o nadew : 

e l  r esu l t ado  f i n a l  es l a  muerte o recuperacidn t o t a l  d e l  individuo. 

Es tas  enfermedades aqudas poco a  poco estdn s iendo con t ro ladas  median- 

ts e l  ernpleo de vacunas sdecuadas y e s  a s f  corno s e  ha i do  desplazando e l  

i n t e r d s  de l a a  i n v a s t i g a c i o n ~ s  h s c i a  e l  es tud io  de l a s  in fecc iones  pers is -  

ten t es .  

E l  concept0 de p e r s i s t e n c i a  no es nuevo y puede a p l i s a r s e  a un amplio 

rango de microorganismos, s iendo u n  hecho bas tan te  f recuen te  en in fecc io -  

nes con c i e r t o s  protozoos, b a c t e r i a s ,  r i c k e t s i a s ,  c lamid ias y v i r u s  (1). 

Los v i r u s  pueden p e r s i s t i r  en l a  cQ lu la  por meses o  afios en un es tado  in-  

Fect ivo cornpleto, en una forma no i n fecc iosa  en l a  que s d l o  s e  detectan 

ent fgenoa v i r a l e s  o  camo Qcido nuc le ico in tegrado a l a  cd lu la .  

E l  or igen de l a  in fecc idn  p e r s i s t e n t e  puede deberse a P a l l a s  de 10s 

mecanismos de defensa d e l  hudsped que deben s l im inar  de 10s t e j i d o s  10s 

microorganismos invasores.De e s t e  modo, l a  p e r s i s t e n c i a  represents una ven- 

t a j a  s e l e c t i v a  para e l  v i r u s  que l og ra  perpetuarse en l a  na tu ra leza ,  ya 

sea  porque e l  animal crdnicamente i n fec tado  ol imina v i r us  constantemente 

o  parque en determinado momento e l  genome v i r a l  que s e  t ransmi te  do cQ lu la  

a c d l u l a  s e  a c t i v e  por algdn f a c t o r  determinado, dssencaden&ndose l a  s fn-  

t e s i s  de v i r u s  infective, que puede s a l i r  a1  e x t r a c e l u l a r  y pasar luego a  

o t r o  hudsped. 

E n  genera l ,  10s v i rus  sue dan in fecc iones  p e r s i s t e n t e s  son aquQlloa que 

causan rnfnirna c i t opa to log fa ,  dado qua l a  sobrev ivenc ia  de1 hudsped r e s u l t a  

fundamental para l a  propagacibn de l  v i r u s  en l a  naturaleza,Aunque l a  aso- 



c i a c i d n  e n t r e  virus p e r s i s t a n t e  y hudsped h a y a  a l c a n r a d o  un g r a d a  d e  as- 

t a b i l i d a d  con mfnima p a t o g e n i c i d a d ,  e s t a s  i n f e ~ c i o n e a  p e r s i s t e n t e s  no s o n  

completarnente i n o c u a s  yn que e x i s t e  l a  p o s i b i l i d e d  de a c t i v a c i d n  d e l  pro- 

c a s o  i n f e c c i o s o  can m a r t i f e ~ t ~ c i ~ n e s  c l f n i c a s ,  carno a s l  tsmbidn l a  produc- 

c i d n  a l a r g o  p l a z o  de  d i v e r s o s  e f e c t o a  d e l e t 6 r o a s  s o b r e  e l  organismu (en- 

f ermedsdes i nmunope to ldg i cas ,  n e o p l a s i a s ,  e t c , )  * que pueden o r i q i n a r a e  

par l a  p r s s u n c i a  d e  s n t f g e n o e  v i r e l e s  c i r c u l a n t e s  o  d e l  gsnorna v i r a l  que  

a1 e s k a r  i n t e g r a d o  c a d 6 f i c e  por p r o t e f n o s  e x t r a R a s  a l  organisma,  

P e r a i s t e n c i a  in-v ivg,  

En l a  a c t u a l i d a d  se conocen numerosos v i r u s  pa tdgenos  p s r a  e l  hambre 

que  s o n  Capaces d e  o r i g i n a r  i n f e c c i a n e s  p ro longadas  EI),LQS m e ~ a n i s m o s  

c i t o p d t i c o s  y m a n i f e s t e a i o n e s  c l f n i c a s  a s o e i a d o s  a e a t e  t i p o  de i n f s c c i o -  

nos  son  muy v a r i a d o s ,  r e s u l t a n d o  d i f f c i l  c l a s i F i c a r l a s  e n  forme s a t i s f a c -  

t o r i a .Sagbn  Fenner  (21, las i n f e c c i o n e s  p e r s i s t e n t e s  da 10s ani rna les se 

agrupan en t r s s  c a t e g o r f a s ,  aunque puede h a b e r  a lguna  s u p e r p o s i o i d n  : 

l ) i n f ? c c i a n @ ?  l a t e n t s s  2 s o n  i n P s c c i o n a s  p e r s i a t e n t a s  con e p i s o d i o s  

agudoe i n t e r m i t e n t e s  da enfurmadad e n t r e  10s c u a l e s  e l  vi rus no e s  gene- 

ra l rnen ts  d e t e c t a b l e ,  

2 ) i n f e c c i o n e s  c r d n i c a s  r son  a q u s l l a s  i n f ~ c c k o n e a  p e r e i s t a n t a s  an l a 8  

que e l  v i r u s  es s i e m p r ~  demos t rab le  y a menudo p a r c i a l m e n t e  e l im inado ,  

p e r o  l a  enfesmedad e s t i  e u g e n t e  o  s o b r e v i e n e  t a r d f a m e n t e  a s o c i a d a  eon 

d i s t u r b i o e  i n m u n a p a t o ~ b g i c o s .  

3 ) i n f e c c i o n e s  lentas : san i n f e c c i o n e s  p e r s i s t e n t e s  con un l a r h o  

p e r f o d o  d s  i n c u b a c i b n  dwran te  e l  c u a l  l a  c o n c e n t r e c i d n  d e  v i r u s  en  sl 

orgen ismo eumenta g radua lmen te  h a e t a  que a e  produce enfermedad mendf iss -  



t a ,  l a  que r e s u l t a  generalmente l e t a l .  

En todos 10s casos ,  e s  poco l o  qua s e  sabe acgrca d e l  mecanisno de 

c o n t r o l  y mantenimiento de l a  r e l ac idn  v i rus-cd lu la  a  t r a u d s  del t iempa, 

Ent re  10s numerosos v i r u s  rasponsables  de o r i g i n a r  en 10s animales 

i n fecc iones  c rdn i cas  s e  encirentran 10s Arenauirus ( 3 ) .  gdnero que com- 

prende e l  u i r u s  de l a  co r iomen ing i t i s  l i n f o c i t a r i a  (LCN) ( 4 ) ,  e l  v i r u s  

de Laasa (5 )  y 10s v i r u s  i n t e g r a n t e s  d e l  complejo Tacar ibe (63.~ e s t e  51- 

t imo grupo pertenecen,  e n t r e  o t r o s , e l  v i r u s  ~ u n f n ,  agente  e t i o l d g i o e  de 

l a  F ieb re  Hemorrdgica Argentina (FHA) (7), y e l  v i r u s  T a ~ a r i b e  (81, que 

presen ta  una muy ea t recha  re l ac idn  an t igdn ica  con e l  a n t e r i o r  a  pesar de 

na r e s u l t a r  patdgeno para e l  hombre n i  para ningdn animal adu l t o  ( 9 ) .  

E l  v i r u s  de LCM, p ro to t i po  d e l  grupo Arenavirus, est6 considerado co- 

mo e l  s i s tema modelo mds ampliamente es tud iada  de in fecc idn  p e r s i s t e n t e  

in-vivo.La produccidn d e  enfermedad en un ra tdn  por in fecc idn  con e l  v i -  

r u s  de LCM dependerd de una respues ta  inmune poa i t i va ,  ya que se sebe que 

10s r a tones  rec i6n  nacidos inocu lados con e l  v i r u s  sobreviven a cause de 

l a  f a l t a  de e s t a  respues ta  ( 1 0 ) . ~ o s  ra tones  adu l t08  en cambio mueren i n -  

ver iab lemente como resu l t ado  de l a  in fecc idn  a  menos qua s e  10s t r a t e  con 

rayos X o s e  l es  admin is t re  inmunosupresores, en cuyo caso a 1  i g u a l  que 

10s rec idn  nacidos inoculados quedan pers is tentemente in fec tadoa.  

Los r a tones  q u e  presentan in fecc idn  c rdn ica  con v i r u s  de LCf l  aparecen 

como normales durante  e l  primer ai50 de v ide,  s i n  embargo a  medida que pa- 

s a  e l  tiempo mayor e s  e l  ndnero d s  cd lu l as  i n fec tades  y tambidn l a  reac- 

c idn  d e l  s i s tema inmune con t ra  e l  v i r u s  y l a s  c d l u l a s  donde mu l t i p l i ca ,  

de rnodo que pasado e s e  primer afio 10s animales desa r ro l l an  una enfermedad 

autoinmune (11)  y mueren de glomeru1onefri t is.Experirnentalmente s e  han 



e n c o n t r a d a  complejos de an t i gsno -an t i cua rpo  a t r a p a d a s  s n  l o a  c s p f l ~ r a s  

d s l  r i ~ b n  dando Puqar a l a  r e a c c i d n  in f lekmator ia  d e l  mfsmo (12). 

E1 v i r u s  Jun fn ,  r s l a c i o n a d n  en t i g6n i cemen te  con sl v i r u s  de LCP, pro- 

duce s n  a 1  r a t d n  r e e i Q n  n s c i d o  una s n c e f a l i t i s  morkei cuande se l o  i n fec *  

Ca axper imsn ta lmsn te  par v f e  i n t s e c a r e b r a l  [13)c~ambi t$n  en o s t ~  c a s o  I@ 

s n c a f a l i t i s  ea d a b i d &  a una r ~ s c c i b n  inmunoldgica d@ t i p 0  ce lw lu i  puesto  

0 r .  La e imectamfs (14 ) (25 )  o  i21 k r a t a m i ~ n t o  con suaro a n t i t f m o s i t a  i n h i -  

ban l a &  ~ i a n i f e s t a c i a n s s  n e u r ~ i b g i c a s  [16)(17)(1~),~1 v i r u s  n $ ~ i t i p l i r : ~  en 

a 1  carshs.  do loe ratones r a c i d n  n a c i d o s  t imec tom izsdas  a ratanas adul- 

t a s  s i n  psoduc i rhaa  enfermsdad,  da donda se  deduce qua no ea ha r e p l i c e -  

c i d n  v i r s l  l a  que a f e c t a  d i r e e t a m ~ n t o  a1 hugsped (19). 

f1 v i r u s  J u n i n  puede a i s l a r s e  de r a t o n e s  aperan tamento  narmales  c u y a  

h a b i t a t  son las zbnas ds l a s  p ~ o v i n c i a s  de  B u ~ n o a  Airss y C6sdoba dande Be 

yroduenn 1 ~ s  e p i d e m i a ~  de  FHA (20),~stos animales e l i m i n a n  cant fnuamente  

v i r u s  po r  o r ina  y s a l i v a  y t i a n e n  v i r e m i a  c o n s t a n t e ,  no p resen tando  a n t i -  

c w r p o s  f i j a d o r e s  de  complemsnto d e t e c t a b l e s , t a  inf 'eccidn expsrr imsnte l  

de  r e s d o f e s  s i l v e s t r e s  d e l  gdnero  Calamys muscu l inus  t e n b i h  i l e v a  a1 de- 

a a r r o l l o  de  un estedo de p e r s i s t e n c i a  v i r & l  can  e l i m ~ n a c f d n  c o n a t a n t e  de 

u i r u a ,  e r p e c i a l m e n t e  por aa l i va *R  t r a v d s  da s a t a  vfa se f s c i l i t e r f a  l a  

d iaeminac idn  d e l  v i r u s  sn L a  n a t u r e l e z a  y ,  a1 i rpumpi r  el hombre a n  l a  oo- 

na i n fec t t sda  c o n s t i t u y a  un nueuo hu iaped  s u s a e p t i b l e  p a r a  e l  v i r u s ,  quo 

so m a n i f i e a t a  entoncee en forma v i r u l e n t @  p roduc i8nda le  una enfermedad tf- 

p i c a  c a n a c i d e  como FHA.En e l  hombre, huesped  no n a t u r a l ,  no se h a  fnv~sti- 

gad0 si e l  v i r u s  Jun fn  p e r s i s t e  per mucho t i aapo .5 in  smiargd, - a d  e s h '  a s  re- 

c i e n t e s  r s a l f z a d o s  con p a t s a n a l  de labeSator io gus s s t w v s  en contacto con 



e l  v i r u s  s i n  presentar sfntomas de enfermrsdad, indicaroni que h a b  deaerro- 

110 de ant icuerpos especf f icos contra e l  mismo (2l).Eata evidencia de i n -  

foccidn subcl fn ica no permite descer tar  totalmente l a  posib i l idad de que 

ocurran en e l  hombre infecciones prolongadas con v i rus  Junfn, 

Pers i s tenc ia  in-vitro. 

Ademds de producir infacciones ordnicas en animales en l a  natura lezs,  

l a  mayorfa d 8  10s Arenavirus t ienen l a  capacidad de or ig inar  cu l t i vos  per- 

aistentemante in fectados in-vi t ro,  por l o  que podrfa dec i rse  que Qsta  em 

una propiadad ca rac te r f s t i ce  de emte grupo de virue, 

Loa cu l t i voa  erdnicamente infectado8 s e  han u t i l i zado  coma modsloe pa- 

r e  e l  es tud ia  de l e s  infeccriones pers is ten tes  in-vivo deade l o8  primaso8 

tiempos de l  deaar ro l lo  de l a  metodologfa para cu l t i vo  de tejido.Se hen es- 

tab lec ido  infacciones crdnicas con cBlulas dariwadas a p a r t i r  de diferen- 

t e a  t e j i d o s  y especies animales y con v i rus  de cas t  todos lob grupos ~ B X D -  

nbmicos, incluyendo v i rus  s A H N  y A D N  (22). cubridndose un panorama mucho 

m Q s  amplio que en la8  infecciones pers is ton tes  inwvivo. 

De acuerdo a 10s c r i t e r i o s  establec idos por Walker (22 ) .  l a  gran varis- 

dad de i n te racc iones virus-c8luls que han s ido  descr ip tas  coma inifeccfoneu 

pers is ten tea de cd lu las  cu l t ivadas puede ubicarse en do8 categor fse r a- 
fecciones r e ~ u l a d a s  y cu l t i vos  ncar r ie rv .  

Las infeccionea resuladas son comunes a l a  mayorfa de lo8 v i rue a ARN\ 

poco c i toc fd i cos  que maduran por hrotaoi6n.La mayorfa o todas l aa  cd lu las  

de l  cu l t i vo  eatdn in fectadas,  a pesar de 10 cua l  s u  metebolismo y multi- 

p l icac idn no ee slteran.Hay tranamisidn in j t raca lu la r  de l a  infeccidn a 



t reuda de l  procsso de mitosi8,Laa cd lu las  l iberan continuamente v i rus  fm- 

fecc ioso pero l a  velocided de mult ip l icacidn d s l  v i rus  es  l o  suf ic ienke- 

mente l en ta  para permit i r  que haya sobrevida celular.Se postula que me- 

caniamoa desconocidos, probablemente mediados por e l  genoma oe lu le r ,  

contro lan en forma e f i c i en te  l a  maduracidn ~ / o  l iberac idn  de par t fcu la r  

v i ra les ,Es te  t i p o  de inffeccibn no se  cure por e l  agregado de ant icuerpor 

eapecff icoa a1  medio de cu l t i vo ,  

Por e l  cont rar io ,  10s denominados cu l t i vos  "car r ie r t *  contienen un6 pe- 

aueKe proporcidn de cd lu las  in fectadas;  en e l l a s  t i ene  lugar un~ o i c l o  

normal de mul t ip l icac ibn v i r a l  que termina corn l a  mu.erte tmluler,  pero 

e l  v i r u s  l i berado in ' fecta aolamente un nu'mero pequsKo de 18s a8 lu las  res- 

tantea,Eata reindeccidn puedsi ha l l a r se  l irnitada por d iverma c ~ n d c i o n s s .  

espec ie les  de cada aistema virus-cdlula : r e a i a t e n ~ i a  gendtioa de la. 

cd lu las  a  l a  in#'ecoibn; prasencia en e l  medio de agentea an t i u i r a l es  ge- 

nerados por l aa  cQlu las in fectadas ( in te r fe rdn)  que eui ten que 10s cul- 

t i vos  Sean rdpidarnente destrufdos; i n t e r f ~ r e n c i a ;  etc.Si s e  praviene l a  

re in fecc idn continua mediante e l  agregado d e  a l t a s  doeis de anticuerpoe 

o  in te r fe rbn,  e l  cu l t i vo  * ' car r ie rn  a  menUda se  cura de l a  infeccibn, 

puosto que aaf s e  ev i t a  l a  transmisidn ex t race lu la r  de  l a  misme, 

A pesar de que se  conocen numerosos ejemplos de infecciones reguledaa 

y cu l t i vos  " ca r r i e rw ,  es tos  c r i t e r i o s  de c las i f i cas idn  son de r e l a t i v e  u- 

t i l i d a d  ya nue no pueden ap l i ca rse  a  muchas de l a s  infecciones pers is ten-  

$es  conocidas.En rnuchos sistemas se presentan, ca rac te r fa t i cas  comunes a 

uno y o t ro  grupo, debido a  que puede ocu r r i r  a  travBs de l  tiempo un pro- 

ceso evolut ivo en e l  t i po  de re lac idn uirus-cdlula qua se  establece,  



Tambidn son var fadoa l a a  meaaniemos que sa hen s u g s r i d o  para e x p l i c a r  

sl e % ~ e b l e c i m i a n t ~  y mankanimisnt6 de l a  inPeceidn perabst&nts,Huang y 

Ba l t imore  (23) portularon qus p e r t f c u l s ~  u l r a r e e  dafootiwas En te rQs ren tes  

cu rnp l~n  u n . r o l  Pundamentar8 en l a  cvo luc idn ds las: f l l t fecoianes persisten- 

Cea, rsgulando l a  praducci6n de uiruesE8ta tearfa se epoya en la gran 

aan t f dad  de aistamaa crbnfcamsntta i n f e c t s d o s  a p a r t P r  dm 1aa ~ u a l e r  se 

han eislado pa r t l cw laa  u i xa l ea  d e f e c t i v s e  en @u r e p l i t a o i b n  pars oan caps- 

oidad de f n t s r f s r i r  an l a  r e p l P ~ a c i d n  d e l  uirua parental ,  uffl iz&do para 

d n i n i s r  l a  f ndeccidn crbngca, para e l  u i r u a  de s r t o m s t i t i r  v a a i c u l a r  (VSV 1 

ss he dsmoatrada uue la p ressnc fe  d. ess@ p a r t f t w l e a  dePeeztiua8 en e l  

stack orfg&nai de vlrua ss f ~ p r s ~ c i n d l b l s  p a r s  qua pueda r r kab leco rso  in- 

fecci&ra~ pataSstentat  anl ~ u l t f v a  [24)* 

En o t s a s  a fs temaa,  ee h a  rmmprobadc qus  l a  infscefdn p a r a i r t e n t s  sstd 

aaosiade a mutantes te rmaeons ib las  (ts) d e l  wkrus ( 2 5 ) , ~ r e b l e  8 Youwgner 

demos'traroni con e l  v i f u a  de l a  enferrmedad da N;euuaslcl~ qus o w r r e  ilreleoz- 

~ P d n  d s  mutantee ks an e l  s s t a b l e c l m t e n t o  p mantandmientm ds i nPece ione8 

pa~eistantes en d ieL in toa  t ipoa de cw l t i uo r  celularas {26)(27).~s cads  vez 

weyor 81 n d m l r ~  de f ~ 1 t L u 0 1  a r d n ~ ~ e ~ e n t e  infe&ados portir de las ceuelat 

ee eislan v i r u s  que di f ieren del p a r s n t a l  en au capac idad de repllcar a 

tempora luras  a l~wedee ,As i  m u r r s  para 10s aieteruee virus d~ e s t c m a t i t i e  

ves icu la r -eb lu laa  L ( 2 8 ) ~  virus Sindb ls -cu l t i voa du Aeder a lhap ickua  (2953 

v f r u s  de sar8mpibn-P~hrob l8etae de smbribn de hammkos (30) )  v i r u s  Smndai-. 

c d i u ~ a s  BHK (31)f  v i r u e  de l a  a n c e f a l i t i a  squdna d e l  u a e t e - c & l u l a ~  de xe- 

tbn {32?) ;e te .~s taa  c3atudioa tnd fcan que la s e l e c c i b n  de ~ u t a n t e s . t e  en 

i n f e c e i o n e r  p e r e i e 6 a n t e s . n ~  sstd l i m i t a d a  a un t i p a  p a ~ t i c u l s r  d e  virua o 



de cBlulas cu l t i vadas,  

La se lecs idn  de mutantes v i ra lea  termosensibles y l a  produccidn de per- 

t f c u l e s  defect ives i n t e r f e ren tes  en infecciones pers is ten tea no parecen 

s e r  mecsnismoe rnutuamente excluyantma, hahidndose desc r i t o  s istemas i n  lo6 

que ae presentan ambos fendmenos ( 3 3 ) .  

Recientemente ae h a  propussto un t e r c ~ r  mecanismo para expl icar  l a  per- 

s i s t e n c i a  de r iboui rua en cQlu les e u c a r i 6 t f c a ~ , ~ s t o t s  v i rua tendrgen l a  ca- 

pacidad de  former intermedier ios prov i ra lss  de ADN que s e  intogran a1  ADM 

ce lu l a r ,  en forrna s imi la r  a  l o  que ocurre con v i r u s  oncog/nicos, perpr- 

tu indose de eaa manere en celwlad de'mamfferos que s e  div idrn aot ivaaente,  

s i n  que ocurra sxpresidn genet ice v i r a l  detectable,Se ha observedo ese es- 

tado de in tegrac idn de 10s genes v i r a l es  a 1  cromosoma ce lu le r  en cu l t i vo8  

persistentemente in fectados con e l  v i r u s  r esp i r a t o r i o  s i n c i s i a l  (34) y 

con sarampidn (35). 

Todos es tos  estudios sefialan l a  complejidad de l a  re lac idn que se ssta- 

blece en t r e  e l  v i r u a  y au cQlu la  huesped en l a  infeccidn pers is ten te ,  a im-  

do d i f f c i l  evaluar l a  importancia relrshiua de c.ada un.o de lo8 factorea rea- 

ponsables de l a  regulacibnl d s l  proceso in fecc ioao en cada ceso, 

En e l  grupo Arenavirus ae han descr i to  in fecc iones do e s t e  t i p o  cen v i -  

rus  de LCM (36) (37)  ( 3 8 ) ,  Parans (391, Pichinde (40) y Junfn, (41 ) (42 ) .~a  oh- 

tencidn de l fneas  peraistentemente infactadaa con estoa agemtes e s  un hecho 

f recuante  y reproducible que no requiere c.ondiciones especia les de trabajo. 

Una de l a5  ca rac te r f s t i caa  comunee a l a s  infecciones c~6ndcas  or ig inadas 

in -v i t ro  por 10s Arenavirus e s  l a  produccidn c f c l i ca  de v i rus  estandar du-' 

ran te  10s prirneros pasajes de l ea  cd lu las  infectadas.Luego no ae puede de- 



tectrcr virua an fotma d i r s ~ t a  sunqwe pwede haher i.niciaciQn4 dm sfntmuir 

virr l  a1 inocular tb$ules narmalra can sobaanadante~ ~ I B  18s lfnemm crbni- 

samrnte inbectsdao, rugiriando l a  presencia ds baJos ndurler da wirur ma- 

tander (39),~sta 11ar;a a1 slsBablecimiento d s  una in?ecef&nl de Ctpo '"rreru- 

ladate on la8 passjars tcrrdfo8 de Ise lfneab, r ~ g f s k r ~ n d o a e  nn l a  mayorfa 

de i a a  caaoa un s l t o  porcsntaje de e6lulae con antfgee~e vira2 detectable 

par Inwnmfluarcrrmnoia en1 auscancia de o d l u l a ~  -pami+ dm praducir virrsa 

c~~ l i p l@$@rC~ i~Q idbn t~111~~1 t f f~  Pfau y colmb~rradcirsa d @ s a i t a  la aparidbn 

era, ion smbrenadantes de lor bfneaa arpbn.f~rrwente infaotadar amn LClrl, Para- 

na y Pf chinde dsr act f  v i dsd  interfacem&o ooai 1s r e p i i ~ d b r p ~  do1 rirus er- 

ten$ar,EoBa prbptgdad iritorPerenLts ha r fdo maignada s part$tulae virelms 

defoct iver c u y ~  acci-bn3 o i ~  neutralizada par inslunolsuero sopa~i f " i co  y reair-  

'tentls, 8 l a  luz ultsavrlaletta (43),Ea asrf flue artoa autarea arfsman que. l a  

avolucibn de Jar infeosionss psrs istentes con Arsnarirua nut& candiciona- 

dm par la sLntesia d e  psrtfculaa defectiuea,Trabajae ds inwsatigroi& rm- 

al izsdas per otroe rutores en c&lulaa t psrsiotsntrnmntm Lnleotadaa can 

LU I  rewefan l a  praeencir en1 lcls misnosl da hEajos nivelae do w e  uarirmta dcr 

LLR ds csecimfonto lente, no formadoro ds plawas, no petdgerrm para rat& y 

d i f f d 1  de detectar (441, habidndoae pertuledo que e l  ders rm l l o  dm warfa+ 

tee  ui ra lee d e   miento to Q e n t ~  y doterminado tropiamo puada Ber fac tss  

dekarminsmko at% o l  e&tahletimiento de, l a  peraimtencia, 

En: e l  aaao prrticularr d s l  v i t u s  Junifni, ae p~eeent8-n do# t i pas  da in~ter-  

acc&dn in-uitro, segdn l a  c62ula huBsp~ t ,~ r r :  l a  mayorfm de laill cu l t ivo t~ 

primarias y l ine@% celu lares eetahJs8 eatudiadaa e l  u h u e  n ~ l e i p l f c e  s i n  

produoir sfecko ~f topdt ica  rparento pem riwdiando al to8 ~ f t u ~ o ~  (45) (461, 



Solaments s e  ha desc r i t o  desar ro l lo  de accibn citopatogdndca en d l u l a s  

HelA ( 4 7 ) .  V~ero (48)  y cu l t t vo  mixto d s  HelA-rata (49).Adm en eaots. easom3, 

e l  e fec to  l f t i c o  de l a  infeccidn ee moderado y '  depende dm l a s  condicionee 

de cu l t ivo.  

La l fnea de cd lu las  de r i~16n d~ mono verde af r icano WERO (SO) ha de- 

mortrado aer  has ta  ahore l a  mds adeeuada para a l  emtwdio de 10s v i rus  d e l  

cont gran. destsuccidn ce lu la r ,  sogui.de luogo de un proceaa de reuuperacidn 

de l  t e j i d o  que da lugar a rtageneracibn de l a  monocapa.Asf ae han podido 

eatab lecer  sub'lfneas d s  cd lu las  Vero persistenkemenks in fectadas con. l a  

cepa atenuada ds v i rus  Jundn XJCIS (41)(42).~a infeceidn pe rs i s ten te  sob  

v i rue Junfn, an1 cdlu lae U.ero fue estudiada enfatiaantdo part iculaomsnte gas. 

wariaciones de suscept ib i l idad v i r a l  producidae eni l a  cd lu la  par la pr r tmw 

c i a  de l  v i rus ,  habidndoee demoatrado une r e a i s t e n ~ i a  abeoluta y espet fPica 

para v i r us  de l  complejo Tacaribe (51).Hsy aielamiento muy esporrddico dm v i -  

rus  in fectanke a treves ds es tos  cu l t ivos> mantenifdoe par mm18rosar Q013113a- 

ciones ( 4 1 ) . ~ 1  u i rus  puede a i s l a r a e  a p a r t i r  de l a8  extract08 ~ % l u l s r s r  

pero nunca de 10s sabzlenadantes, eiendo LnlQec~Soso para r a t &  1ac.tamts y 

cobayo pero no para cdlwlea Uero.La in;czorporetrib_n de_a_ntJwr 
- - - 9 "T'Y I I 

r u s  Juncfn a1  medio de c;ultivo nio oura la in;?ecci?fm, fa q w  sug iere  que 1r1 

v i rus  page de ce lu la  a cd lu la  durante e l  proclsso de diwfridn.0tros r u t o m s  

encontraron que eat6  sistema produce una mayor proparcidn da v i rua in te r -  

f e ~ e n t e ,  probablemente defect ivo (42) .  



O b j e t i v o  d e  e s t a  i n u e e t i o a e i b n ,  

Oe a c u s r d o  a e s t a  b r a v e  resef la  resrrJte e v i d e n t e  que uns de h a s  propieda-  

dea h i o l d g i c a s  mds f l r tpor tantes d e l  virus J u n l n  ee sul rzapacidad ds e s t a b l e -  

c e r  i n ~ f e c c i o n e a  p e r s i s t e n & e s ,  cuyo rnecenlismo de con i t ro l  y regullacibm cco os- 

t 6  8th debidamante ac la rado .  

E l  o b j e t i v o  de  e s t e  t r a b a j o  de i nues t i gac ibm,  Guyor r e s u l t a d o 8  aqwg s e  

p r e s a n t e n ,  f u a  e s t u d i a r  d e t a l l a d e m e n t e  y deade d i f o r e n t e s  p a r a p e a t i v a n  e l  

Pmnbmwno de p e r s i s t a n c i a  im-ui f ro de 10s v i r u s  3unfn y Tacaribe.Lbs fswer- 

t i g a c L s n e a  e n e a r a r o n  a 1  e s t u d i o  de  les a l t e r a c i a n a a  quw pude haber ocaaio- 

nado on l a  c d l u l s  l a  poeeenc ia  con t i nuada  d s l  v i r u s ,  l a  e a r a a t e r i z a c i d n  de 

lam p rop iedades  d e l  v i r u s  l i be rado  d u r a n t e  l a  indeccidmm p e r r i r t e n t e  Esr;lrpro- 

t o  de la arpa p a r e n t a l  y e l  a n d l i s i s  de 10s d i s t i n t o s  f a c t o r e s  qua puedsn 

d e t e r n l n a r  e l  es teb . l ac im ien to  y mantendmiento, do l a  ps ra i c r tohc ia  de amboa 

v i r u s .  

E l  e n d l i s i s  de, e s t e  modelo i n - v i t r o  p r e t e n d s  ser una ~ a n t r i b u c i b n  a1 , 
1 

r s c l a r e e i m i e n t a  d e l  mecanisno que r e g u l a  l a  p e r s i s t e n c i a  d e l  v i r u s  Juncfn 

en 10s roedo rea  e i l u e e t r e s ,  que permi ten  l a  d iseminao i6n  d e l  v i r u s  en l a  

n a t u r a l e r e  y e l  p o s i b l e  ~ o n t a g i o  d e l  e e r  hwano .  



flATER IALES Y METODOS 

VIRUS - 
Junfn, : 8e t raba jd  can1 l a  clspa de v i rus  J u d n  atemuade denoainada 

XJC1 (52),  manteniida en, e l  labora tor io  par pasajes a t r a w b  ds cerebro 
3 

do ratdn lao tante ,  en e l  pasajs ndmero 4 a p a r t i r  de clomda. 

Tacaribg : eo empled l a  cepa TRLW 11573, cr.ecida on] wrebso  da rmtbn 
I 

1aetantm.Los t f t u l o s  de 10s stocks de v i rus  Jundn y, Tar~rr fbe fueron de1 

I' 
8 orden d@ 10 U F P / ~ ~  para d l u l a r  Vier@. 

Uirua de es tomst i t i r  ves icu lar  ( V S U ~  t so t raba jb  con1 un rtoidc de 

l a  ccapa Indiana preparado en cd lu las  L ,  uti l izande, aobrmnadante y , c t f -  

l u l ae  a l a s  48 horas deapuds de l a  imf'ecsidn*, ean u n ~ t f t u l o  dm 8.7~10 5 

D I C T ~ D / ~ ~  para cQlu las  L. 

Virus do l a  enfermedad de Wewoaetle ( N o u ~  : s e  u t i l i z d  l a  cepa Vic- 

t o r i a ;  108 stocks r e  prepararonl inoculando embriones de pol lo  do 9 dfar  

y, coaechando e l  l fqu ido alantoideo a l a s  48 horas pos t - i n f e~d6m (p.1.). 

E l  t f t u l o  do 10s stocks fue de 128 l J ~ ~ / m l .  

U.irur, de ~ o l i o n i e l i t i r  t s e  us6 l a  oepa Sabin1 (uacuns) que contenfa 

laa  eepam de Pol io t i po  I,, I 1  y, 111, despuds de sqg pabodae dos veces 

por cd lu ia r  HaLa y, una v e t  par Wero,El t f t u l o  en1 cdlulers Uero de l  

6J stock uaado Pue de 3.8~10 U F P / ~ ~ .  

Vikus dm sararn~i&n : me t raba jd  con un stock .de l a  cepa Edlnonston que- 

3 habfa r i do  p repa rad~  sn c6lu les Vera, con un t f t u l o  de 7 ~ 1 0  U F P / ~ ~ .  

Uirur Sindbis : a.tock preparado sobre f ib roh las tor  de ombridn de po- 

110 priwario, cosechendo e l  sobrenadante a l a s  24 horas p.i.El t f t u l o  



ofztenido f u e  l o l o  ~ 1 5 0 / m 1  sn e n b r i d n  d e  po l lo .  

U i rua  Heroes r i m ~ l e x  t i o o  I t s t o c k  p r s p e r a d e  a o b r e  d l u l a r  HEP-2, a 

p a r t i r  d e  aobrcrnadante y, c Q l u l a s ,  tendendo un t f t u l o  eml RK-13 d e  2 . 5 ~ 1 0  11 

~f ~ / m l .  

CULT IU OS CELULARES 

CBlu las  Ulero : en e s t a  i n r e a t i g a c f 6 n  a e  emplearon do& l f n s a a  d e  c d l u c  

l e a  Uero ( r i f idn dm mono v e r d e  a f r i c a n a ) ,  c r e d l d a s  ambes err1 mamcxpa so- 

b r e  r u p e r f i c i e a  d e  vidr io. l lna d e  e l l es ,  en l a  que re r e a l i z e r o n  toaoo  l o s  

e a t u d i o s  u i r o l d g i c o a  a p a r t i r  d e  l a  c u e 1  8% d e r i v a r o n  la8 8 u b l f n e a u  

pera ica ten temente  i n f e c t a d a e  que a e  dsacr ibenl ,  t u e  o b t a n i d e  do l a  Dra,Sa- 
4 

lum y a e  mantuvo e n  e l  1ab .o ra to r fo  por  r e p i q u q s  remena les  an m ~ d i o  1 9 9  

con tenhendo 15% de s u e r b  de t e r n s r a  i n a c t i v a d o  r 50ug/mb de g e n t a m i ~ i n a ,  

SB l a  empled e n t r e  l o s  p a s a j e s  80 y , l 5 0  in -v i t ro .La o t r e  l l n e a  do C Z B ~ U -  

la8 Vera,  u t i l i z a d a  bn icamente  p a r a  l a a  t i t u k a c i o n s a  d e  10s v i r u e  Junfn 

y, Tecarkbe  f u e  s u m u n i s t r a d e  por  e l  0r .Larghi  y be mentuuo par r e p i q u e a  

s e n a n a l e s  con medio 199 e d i c i o n a d o  de 5% d e  s u e r o  d e  t e r n e r l  i m a c t i v a d o  

y a n t i b i b t i c o s ,  s i e n d q  u t i l i z s d a  e n t r e  10s s u b c u l t i v o s  L5Cl y 2OO.Las i w r  

t e n t u s  d e  a d e p t s r  l a  ~rimsre l f n e a  a l a s  c o n d i e i o n e s  d e  o rec fmdsn to  dat l a  

eepunda,  d isminuyenda l a  conoentraaOdn d e  s u e r o  d e l  mrsdio n o  Q u e r o n  axi- 

t o s o s  puea n o  huba m u l t i p l i c e c i d n  c e l u l a r  can  P c r m a i d n  d e  buenas mano- 

c e p a s  por  d e b a j o  d a l  1@$ de auera,La e u c o e p t i b i l i d r d  d e  las doa l f n e a s  a 

10s v f f u s  Jungn y Tacar ibe f u e  similar ye qua 10s s f o o k s  de ~ i r u s  tito- 

l a b a n  on ambaa l f n a a s  con l a  misme e f $ a i e n c i a ;  s i n  embarga, lass d i f e r s n -  

tsls ~ o n d i c i a n e e  de menteniwt isnto a p a r e n t w e n t s  f n b l u y e n  s a b r e  l a s  caraoz- 



t e rL r t i caa  de l a  re lec idn virus-hudaped que ae eatab lecs  coma r e  de ta l la -  

rd miu adelante,  

Cuit ivoa estac ionar ioa d e  c ~ l u l a a  Uezo i n f e ~ t a d o a  con Lo8 wirus a .n fn  

o Tacaribe r ae obtuvieron infectando cd lu las  Uero en e l  p rse je  86 a una 

mul t ip l ia idad de ihfeccidn ( m )  de 0.2 ~ ~ ~ / c b l u l a  eon, 10s virlra 3uwfn o 

Tecaribe,Estos cu l t i vos  s e  mantuvieron s i n  rep icar ,  con wrmb.ios de medio 

nutritive (medio 199 conteniendo 6% de suero imisctivado de te rne ra )  cads 

48 horea, durante un2 perfodo de 35 dfaa. 

Sub.lfnea Umro-J : e s t a  subl fnea s e  or ig in6  a p a r t i r  de aBlulaa Vere 

i n fec tadas con1 v i rus  Junfn a una mul t ip l ic idad de in fecc idn de 0.2 en a1  

aubcul t ivo 119,DeapuQs de una intenaa accidn citopatdgena ammpafleda por 

l a  destruccidn d e  mats de l  90% de1 te j i do ,  l aa  m$lulaa ae  recuperarani re- 

gonerando l a  monocapa.8 p a r t i r  de l  18Q d f 8  deapuda de l a  iofacci6n e l  cul- 

t i v o  s e  rsp icd  aemanalmente, manteniendo les cdlu lae en msdio 199 con aue- 

r o  de te rne ra  inact ivado a1  10% y ant ibibt icoa,Los reaul tadoa quo s e  pre- 

aentan en e s t e  t raba jo  ae obtuvieron u. t i l i tando l a  sublfnma haata e l  pa- 

s a j e  70, l o  que equiv~ale a 290 dfas d~ v i d e  in-vitro. 

Sublfnea Uero-T t es ta  aublfnee se obtuvo en forma s im i la r  a  l a  V~ro-J 

con l a  dni- d i fe renc ia  que para l a  imfeccibn ee us6 v i rus  Taceribe,Se l a  

sa tud ib  durante 70 paaaJes in-uitro, 

Cocult ivos r a s  mezclaron. auspenaiones de l o 6  c/ lu laa Wero-3 osn 10 6 

o d l u l a ~  Vero normalea, sembr~ndose aaf a e i r  ha te l l a8  de 90 cu dm aapacidad 

an medio 199 con1 10% de suero inact ivado de ternera,Los coczultivaa a r  m19r 

scarvaron a1  ~ t ic roscop io  dpt ico durente 4 dfaa, junto onm cul t iw@s aimplea 

de cdlu laa Usro y V8ero-J corno contro1es.A lea, 24 y 48 horar ae caaachd oo- 



branadante y c6 lu las  de dos cocul t iuos V,ero-Vero-J y doe cult iwor dr Ute- 

ro-3 a lo8 efectoa de t i t u l a r  e l  w i r u s  in fecc ioso exkra a i n k raw lu l a r  

premente en cada caso.Para u > i r u s  i n t r a ~ e l u l a r  s e  congelacan y desconge- 

l a ran#  doe ueces lea  boterllas con cdlulaa, habiendo recogido prclviamente 

e l  robremadante, lavado l a  monoeapa con eolucidn s a l i n e  fesfatada (PW) 

y agregada 1 m l  de medio de mantenimisnto,DespuBs de l  segundo deaconge- 

lamiento, l a  susprnsidn s e  centr i fugd para el iminar rea tos  ce iu la ree 10 

minutos a 1500 rpm y e l  8obranadante de dicha csntr i fugacidn 8e t i t u l d  

coma ex t ree to  ae lu la r ,  

PREPARACIONI DE STOCKS QE LOS V I R U S  JUNIN Y T A C A R I B g  

Carebro ds ratdn lac tan te  t ratonas albinos de 24-48 horae dm edad ee 

3 inocularon intracerebralmente can3 10 DL5.0 de v i r u s  Junfm o Tacaribei a 1  

7 9  d l 8  despuQs de l a  inifeedbn s e  s a c r i f i o a r ~ n ~  10s aniarelms y sa cuam- 

charon 108 marebros.Se prepard luego un homogeneizado a1 10% de ~ e r e b s o  

d e  ra tdn en solucidn de b u f f e r  f os fa to  iaotdnico pH 7,4, conteniondm sue- 

r o  de te rnera  insct ivado e l  10$ .~1  homogeneizado se aantr i fugb a 13000g 

por 45 minutoa u t i l i zando e l  sobrsnadente aomo fuente de u i rus  (53).~08 

stocks d s  v i r u s  se guardaron a -70QC, stiendo 10s t f t u l oa  aproximadamen- 

t e  l o B  U F P / ~ ~ .  

Cdlulas Uero : s e  indectaron cBlulas Uero a diferenkes wult ip l ic ida- 

de8, de aeuerdo a l a s  ca rec te r fe t i cas  d s l  msterial.El v i r u s  s e  deJ6 ad- 

8orber por une hora a 37QC con1 agi tacidn p e r i d d i ~ a  oada 15 n.inutoa,Al a- 

bo de ese tiempo se r e t i r d  e l  inldculo y ae l e  agreg6 medio de manteni- 

miento.Al 4Q-6Q dfa p.i. ae eosechd e l  sobsenadante y. s e  wantrffugd a 



lOOU rpm 10 minutos para el iwinar res toa  calularea.El eobrrnedante aof 

obtenido se ueb eamo fuente de virus. 

DETERUINAC ION DE INSECTIV I D A D  

Todas 18s muestrae de v i rua Jundn y Tacaribs fueroni t i tu ladarr  an a d -  

l u l a s  Urro pcs r eg i a t r o  d e  l a  accibn c i t opa togdn i~a  (ACP) o fnedianks la 

tdcnica de unidades formadoras de placas (UFP),  mdtodo mate J l t imo que 

previamente debid se r  puesto a punto debido a l e  poca reproducfbi l idad 

de loa re8ul tados obtenidos usando l a  tdcnica deser i ta  por ot roe eutOr.8 

(48)  (54). 

T i tu lac idn por ~b~ssrrvacibn de l a  accidn ci topetoadnica para cu l t iuo ,  

Oiluciones decimales ser iadas  de v i ru r  s e  inocularon en csnt idades de 

0.2 m l  en cul t ivoa de cdlulaa crecidaa en. tubos de enaayo a1  2Q o 3Q dfa 

despuQa de l a  aiembra.El indculo s e  dejd adsorber por une hora a 37QC, 

luego s e  ex t ra jo  y, agragd a cada tuba 1 wl de medio de manteniiniento (199 

adicionado de 3% de suero inackivedo de t e r n e r a ) , ~ e  usaron 4 t u b ~ a  por 

dilucibn.loa cu l t i vos  s e  observaron diarfarnente a l  microacopio dp t i t o  

por un perfodo de 10-12 d les  y# s e  tabuld l a  ACP de 0 a 4 de acuerdo a 

l a  que ae deacr ib i rQ mds adelante.La OICTSO (dosis  iln~fectslnte para cul- 

t i vo  de t e j i d o  50) s e  ca lcu ld de acuerdo a1  rndtodo de Reed y. fluench(55). 

T i tu lac idn por formacibn d e  plecas. 

Ensava de formacidn da  laca as : cdlu lae Uero crec idas en bo te l l as  de 

90 cc de capacidad s e  infectaronl a 1  te rca r  o cuar to dfa de sernhadaa can 

0.4 m l  de l a  d i luc idn adecuada de muestra a t i tu la r .Se dej6 adsorbsr e l  

v i rua durente 1 hora e 37QC con agi tae idn suave cada 15 minutos.luego do 



l a  adsorc idn  se r e t i r d  e l  indcu lo ,  s e  l avd  l a  monocapa con PBS y a e  cu- 

b r i d  con 8 m l  de medio s d l i d o  n u t r i t i v o . l a a  b o t e l l a s  se  incuberon en 

form8 i n u e r t i d a  pot  e l  tdrmino de 7 u 8 dfes a 37gC en l a  oscuridad.Al 

cab0 de e s e  t iempo s e  r eue la ron  l a s  p l a c a s  f i j a n d o  l a s  c d l u l a s  con f o r -  

mol a 1  10% du ran te  30 minutos y ,  una vez e x t r a f d o  e l  agar ,  s e  t i f le ron 

por e l  agregado de una r o l uc i dn  de c r i s t a l  v i o l e t a  que se mantuuo duran- 

t e  15  minutos. 

Medio usado para  c u b r i r  l a s  celulas : 

Sopo r t s  s d l i d o  r as ensayeron v a r i o s  t i p o s  de age res  y agarosas  de d i -  

f e r e n t e s  gradoa de pureza.Cada so l uc i dn  de agar  preparada a una concen- 

t r a c i d n  f i n a l  d e l  2% en ague b i d e s t i l a d a  s e  somet id 8 un levado con t inuo  

con aqua c a r r i e n t e  du ran te  3 dfas y poster io rmente  a v a r i o s  lavados  con 

ague dea t i l ada .  

Medio n u t r i e n t s  : s e  u t i l i z d  una so l uc i dn  s a l i n a  de E a r l e  de dob le  

concen t rac ibn ,  cunten iendo 6k de h i d r o l i z a d o  ds  lac toa lbdmina a 1  5%; 6% 

de e x t r a c t 0  de levadura  a 1  1%; 10% de s u e r o  de t e r n e r a  i nac t i vado  y a n t i -  

b i 6 t i cos .E l  pH s e  a j u s t d  a  7.2-7.4 por e l  agregado de b i ca rbona to  de so- 

d i  a. 

E l  medio usado para  c u b r i r  l a s  c d l u l a s  c o n s i s t i d  en l a  mezcla de par- 

t e s  i g u s l e s  de n u t r i e n t e s  y so luc idn  d e  agar ,  de modo que l a  concantra-  

c idn  f i n a l  de e s t e  d l t imo  r e s u l t e  d e l  1%. 

Las conditioner an te r io rmen te  d e s c r i t a s  para e l  ensayo de t i t u l a c i d n  

por formacidn de p lacaa se e s t a b l e c i e r o n  luego de un d e t a l l a d o  a n s l i s i s  

de l o 8  requisites n a c e s a r i o s  para  ob tener  r e s u l t a d o s  exac tos  y reprodu- 

c i b l e s  con e s t a  t8cnica.Con e s a  f i n ,  ae cons ide r6  en forma comparat ive 



e l  aspecto, morfologfa, tarnal70 y nQmero de l a s  placas producidas por e l  

v i r u s  en d i fa rentes  condiciones experimentales, analizando en.cFada czarno 

l a  in f luenc ia  de loa d i s t i n t os  fac tores  que 5s enucaerawt a  continuaaidn t 

a ) ~ s t a d o  f i s i o l d s i c o  de Isfa c4$lulas : l ea  primeras t i t u l a ~ i o n e s  r e  

rea l izaron wti l izando l o r  cu l t i vos  en e l  mamento en que l e s  monocapar 

de c$ lu las  eran conf l uen tes .~os te r io r ien te  s e  bvacd es tab lscsr  cud1 e ra  

l a  faae ca lu la r  de csecimisnto m i 8  apropiada para l l eva r  a  cabo l a  in- 

feccidn.Para e l l o ,  s e  infectaron con v i rus  h n d n  cdlu las de d i fo rsn ter  

atdadea, procsadiendo luego t a l  como s e  desmib ie ra  ens e l  ensayo dm plq- 

cas.Al octavo dfa p , i .  10s cu l t i vos  que fueron infectados cuswdo la8  

cd lu las  estaban  multiplicand^ actiuamente, as  deoir a  la8  24 y, 48 h@- 

r a s  despuda de sembradas, preaentaroni plauas spenaa d ie t ingu ib les  so- 

bse e l  r es to  del  t s j i d o  cs l u l a r ,  qua aparecid coma uns monocapa moy 

tenue.Por e l  cont rar io ,  con cdlulaa que s e  encontraban en metedo esta- 

c ionar io  a1 momento de l a  infeaci.bn, o  sea 96 horas det~pubs de seatbra- 

das, l a8  placsa fueron bien visible.8 y de mayor tamaflo, mienkres qua 

l a  e f i c ienc ia  relat ivm de plaqueo se incxemontb en mds do dos ueees. 

Para d i luc idar  si era  realmente necasarie que l a e  ct#lulas hubieraa 

elcanzado e l  er tado eatac ionar io o solamente e r  requerfe umd adocuada 

denaidad cs l u l a r ,  s e  rep i t16  1s imlfec~i6ra. de cilulaar de 24 horcrr de 

edsd duplicando e l  ndmero de c& lu las  sembradas par botella.Los resul-  

tados fueron sirni leras a  10s anter ioree. 

b,)gH de adeorcidn : s e  invest igd l a  re lac idn existent. en t re  varia- 

cidn de pH do1 medio di luyento del  indculo y e f i c ienc ia  de plaqweo, no 



encontr&ndoss d i fe renc ias  s ign i f i ca t i v ' as  para e l  u i r u s  Jundn en e l  rango 

dm pH 6.4-7.4.A pH 6.4 e l  t h u l o  ohtenido fua 1.9~10' ~ f ~ / m l  fnientraa 

que a pH 7f.4 e l  valor fue 1.7x10~ U F P / ~ ~ .  

c,)Toxicidad do l a  -pa sd l i da  8 l a  f r a m i b b  egarapectina d%1  agar cum- 

t iens, sustenciaa inh ib idoras que impidenl l a  formacidn de placae por r lgu- 

nos virum ( 5 6 ) , ~ n  nuestro ceso, edemds de eae e fec to  direatto sobre e l  vi- 

rus  s e  debe considerar l e  accibn qua ea tas  austancias puedera~tener sobers 

l e a  cd lu las ,  debido e l  prolongedo tiompo de in-eubscibn quo ae r rqu ier% 

pars e l  deaar ro l lo  de l a8  placas. 

En l a  Tabla 1 s e  vtanllos datoe ob.tenidoa a1  t i t u l a r  lo8 wirus Sunxn yr 

Taceribo u t i l i zando  d i s t i n top  t i pos  de agclrea y agaroeas.En8 forrna campa- 

r a t i v a  s e  prsbd la s f i c i enc i a  de l a  formacidn de placas en medio sb l i do  

lav+ado y, s i n  l aver  de  l a s  s igu ien tes  marcas y c lases  t I smgar  LQ 2 

Oxodd; Agarosa aeakem l o t e s  711205 y 2914021 agarosa obtsnida de aaumdo 

e l  metodo desctrito por Bartel ing (57) que demmmimamoa agaroea & #  agarosa 

f rancesa y agar-agar. 

La agarosa francssae y e l  Xonagar N,Q 2 s i n  lavar  permiten! l a  obtrnci6m 

de placas solamente cuando e l  estado f i a io lbg ica  de l a s  cd lu las  usadas 

ea tSptimo,Despuds de s e r  aometido a l a  tQcnica de lavado e l  Ioaagar re- 

s u l t a  s e r  tan e f i c i e n t e  camo l a  Agarosa Seskem, l a  que previamente pare- 

cfa se r  l a  dnica capaz de dar resul tados repet i t i vos .  

Algunos autores hen seKalado qwe e l  grado d e  electroendoemosis de unl 

agar es td  relacionado con au f a l t a  de toxic idad para deterwimados u i rus  

(58).0e acuerdo a es to ,  s e  decidid tastudiar s i  e l  proeaao de lavado habfa 



TAB.LA 1 

Helacidn ontre l a  formacidn de plaeas y e l  porcentaje de eLe~troendoamosis 

d e l  aciar usado 

L 

Medio sd l ido  Tftulo8 Electroen, ~ a r a c t e r f a t i c a s  de 
(UF ~ / r n l x 1 0  ) % las placas 

a 2 5 
C 

Ionagar 2 1.1 muy t u rb ia r  

Ionagar 2 
b 

1.0 2 4 tu rb ies  do centro 
l f t i ~ 0  

a Agarosa Seakem t u r b i s s  y c la ras  

Agarosa Seekem 

c larae y pequefias 

Agarosa francssa tu rb ias ,  poco v i -  

Rgarosa francesa 

a : s i n  lavar ; b : lavado ; c : plecas tu rb ias  son l aa  que presentan 
una base de cQlu ias  muartas cuando s e  l a s  observa el microscopio, 



mod i f i cado  e l  grado  de  e l e c t r o e n d o s m o s i s  d e l  agar .E l  p o r ~ e n t a j s  da e l a c t r o -  

endosmos is  d s  c a d a  muee t re  d e  a g a r  b e  de te rm ind  de  l a  e i g u i e n t e  rnanara t 

SR p r e p a r e r o n  s o l u c i o n s s  al  2% d e  cada  a g a r ,  mozcldndolo l u e g a  can uolbme- 

nes i g u a l e s  c.onl b u f f e r  verona l .5e  cubar ie rons  p o r t a o b j e t o s  con una p e l f w l a  

d e  a g a r  oomo's (0.1 m l  que ee ex tencd ib   ow unla u a r i l l a ) ,  see&ndo los  a 37QC 

1 5  minutos.Luego se v o l c d  s o b r e  ceda  p o r t a  3 m l  de l a  s o l u c i b n  de a g a r  o 

a g a r o s a  en buffer.Ulna vez  b i e n  s o l i d i f i c a d o ,  se h i t o  un o r i f i a i a  ern1 e l  

c e n t r o  con una p i p e t a  P a s t e u r ,  sembrdndose en d l  una g o t a  d e  s u e r 0  d e  co- 

nejo.Luega de  e f e c t u a d a  l a  c o r r i d a  e l e c t r o f o r Q t i c a  se t i ~ d  con1 s o l u c i d n  

c o l o r a n t e  d e  neq ro  amido por 4-5 h o r a s  y se d e c o l o r 6  e n  a d t i c o - g l i c e r i -  

na.El  p o r c e n t a j e  d e  e l e c t r o e n d o s m o s i s  se c a l c u l 6  e f e c t u e n d o  e l  c o e i e n t e  

e n t r e  l a s  d i s t a n c i a s  r a s o r r i d e s  por  l a  g l ~ b u l i n ' a  y l a  e lbbadn~e  h a c i a  a- 

t r d s  y a d e l e n t e  d e l  pun to  de aiemblra respec t i uamsn te .  

Ue 10s d a t o s  e x p u e s t o s  en l a  Tab la  1 r e s u l t a  e v i d e n t e  q u e  el  grado  de  

s l e c t r o e n d o e m o s i s  na disminuyd s i g n ~ i f i c a t i w a m e n t e  por e l  l avado ;  adernds 

s i  b i e n  l a  a g a r o s a  nko t i e n e  e l e c t r o e n d o s m o s i s ,  no  r e r u l t a  mejor  qua e l  

Lonagar l a v e d o  que t i e n e  un 24% d e  e lecz t roendosmos is .Po~ l o  t a n ~ t o ,  l o  

bndco que se puede a s s u m a r  e s  que e l  l a r a d o  e l i m i n a  algu'm f a c t o r  s o l u b l e  

t d x i c o  p a r a  l a a  EB lu las  o para e l  u i r u s ,  

d ) ~ n f l u m n c i a  d e l  oxgseno : p a r a  conocer  10s rsquer im ien l to8  d e  oxfgeno 

d e  10s v i r u s  Junlfn y T e c a r i b e ,  se t i t u l b  una d i l u e i d n  estantdar  d e  10s 

mismos en v a r i a s  b o t e l l a s ,  cub r i 6ndose  c/u d e  e l l s 8  c n n  d i f e r e n t a s  vo ld-  

manes de  medio s d l i d o . ~ a r e  poder o b t e n e r  p l a c a s  e l  e s p e s o r  de  l a  Qapa d e  

a g a r  d e b f a  ser s u p e r i o r  a 0.3 c m ,  l o  que r e s u l t 6  e q u i w a l e n t e  a 8 m 1  d e  



madio de acuerdo a la capacidad de la8  bo te l l as  usadas para crecer  l ee  

c6lu las,  

e)Volurnen de indculo : s e  busc6 establecer  e l  volumen de indculo v i -  

r a l  qua permit iera la mdxirna adsorcidml de v i r u s  y a l  mismo tiempo una 

buena d is t r ibuc idn de l a s  placas. 

Para e l l o  se in fectsran monocapas de cilulacr Vero con! 100 UFP de vi- 

rus Junfn d i lu fdes con voldmenes crec ientee de medio 199, deade 0,2 ml 

haste 1.0 ml.Se procedid luego en l a  forma ya deaorita. 

TABLA 2 

Efecto de l a  variacibn de l  volumen de indcuio sobre l a  adsorcidn del  

v i r u s  Junfn en cB lu las  Vero 

* A 1  mdxirno t f t u l o  de Uirus obtenido que fue 1.5~10 8 
U F P / ~ ~  o e  l e  asignb una e f i c ienc ia  del  100$, 

Volumen 
(ml) 

0.2 

Q, 4 

0 . 8 

L e o  

, 

Ef ic ieneia r e l a t i va  
de plaque0 

I 

loo* 

5 6 



Se obtuvo mayor e f i c ienc ia  de plaqueo cuando se inoculd menor volumen 

 a able 2 ) .  

f)concentracibn de suero : se determind quo l a  mayor e f i c ienc ia  de 

plaqueo s e  consigue can una concentraci6n de suero del  S$.~ara e l10 s e  

t i t u l d  u n e  cant idad constante de v i rus Junfn o Tacaribe, variando e l  sue- 

r o  presente e n  e l  medio adl ido nutritive desde 2 e l  ~%.LQI ~ e s u l t a d o s  

o b t e n i d o ~  con1 cada concentrac;fdn d s  suero (Tabla 3) sont e l  promedio de 

cuat ro  determinaciones. 

TABLA 3 

Efecto de l a  concentrecidn de  auero dlsl taedio adl ido sobre l a  formac.ibn 

de places da v i rus  Junfn e n  cd lu las  Vero 

Carac ter fs t icse  de 

poco v is ib le8  

tu rb ias  y pequaflas 

tu rb isa  y pequenas 

1.9 b i o n  v ia ib les  y 

1,3 

c.lar as  

v i s i b l e s  y pequafiaa 



La mayor e f i c ienc ia  es  una c~n~secuenc ia  de un~a mejor preaerwaci6n dm 

l a  moniacapa ce lu la r  durente e l  perfodo de in~cubac.idn. 

g)Temper%tura de incvbacidml : es condicidn p r i n ~ r d i a l  para l a  multi- 

p l ioacidn de es tos  v i r u s  mantener canetante l a  temparature de i m b a -  

cidn.Se real izaronl expasienczias variando laa  temperaturaa dm imubacibn, 

de 10s cu l t i vos  in fsc tados,  despuds de eubr i r l os  con] e l  medio &$lido; s e  

probarom 32QC y 39QC coma temperaturas extremes, l lausndo paralelamento 

una a e r i e  cont ro l  en ceda aaso a 37QC.En e l  rango de temperatwar oaaa- 

yadas no s e  wieront d i fe renc ias  en? e l  mantenirnionto de l a  Rwraloampa obwr-  

uando lo8  cu l t i vos  a1  microscopio.Sin embargo, a 32QC Ins placas fueron 

muy t u rb i a r  y h u b 0  unl 50% dm disminucidn an e l  valor dm1 t f t u l o  ohtenddo 

para e l  v i rus  Tacariba, respesto d s l  cont ro l  a 37QC.Entra 37BC p 39BC 

no hubo grander d i fe renc ias  en cuanto a marPologfa, tamano y n)dmoro dm 

 laca as. 

h)Aorenado de mutriantcs : en algun~os sistemas virus-edlula s c  mojo- 

ran l a s  ~ o n ~ d i c i o n e s  de preserwacibn ee lu la r  mediantr~ e l  empleo de multi- 

capas lrdlidaa o medio l fqu ido  sobre l a  c:apa sdlida.Sin ambargo, l a8  pla- 

ces producidas por Junfnt y Tacaribe no ee ven a fes tadas por e l  agrstgado 

de medio de crecimiento 199 a 10s 3 y 5 dfas despuds de l a  infeccibn. 

i ) ~ r e s e n c i a  do ro jo  nsutro : l a s  placas reeul taron muy poco v i s i b l es  

cuando se egregd ro j o  neutro a1  medio sd l ido  en e l  momento de cubr i r  lea 

cd lu las ,  como as f  tambidn adic.iomdndolo en una segunda capo delgade de 

agar e l  dfa de lec tu ra  de l a s  placas.Por e l l o  se p r s f i r i d  revs la r  l a s  

placas f i jando primer0 l ee  eBlulas con form01 y tiKendo 1umge.con c r i s -  



t a l  v io le ta ,  

En conclusibn, e l  and l i s i s  de l a  in f luenc ia  de 10s d i s t i n t os  raczorea 

i n t e r v i n i en tes  en l a  t i t u l ac i dn  permit id es tab lecer  que para l a  obtencidn 

de placas, u t i l i zando monocapas de c Q ~ u l e s  Varo arec idas en bo te l l as  de 

9U cc de capacidad, ae  debe i n f ec ta r  con un volumeni de v i rue de 0.2-0.4 

m l  en medio cuyo pH puede var ia r  en t re  6.4-7.4; iCI~tJb8r a una temperat- 

r a  constante de 37QC; c u b r i ~  l a s  cQlu las  con 8 m l  de medio nu t r i t i vo  

conteniendo 5% de suero inackivado de te rnera  y agar lavado en forma ade- 

cuade,Las c 6 ~ u l a s  deben es ta r  e n  s u  f ase  es tac ionar ia  de crecimiento a1  

momento de l a  infeccidn (59). 

DLTERIYIIIJAC ION OL CENTWUS INFLCCIOSOS 

La cant idad de centros infecciosos en cu l t i vos  de cQlu las  Vero-3 se 

midi6 d8 l a  s iqu ien te  manera : mon,ocapas de cQ1ulas Vero-J s e  t r ips ina-  

ran, s e  levaron l a s  &mas  dos veees con PBs por csntr i fugacidn a f i n  

de el iminar todos 10s r es tos  de t r i p s i n a  y s e  resuspendieron finalmen- 

t e  en1 medio mutr i t ivo,  contdndose e l  nidmero de c6 lu las  v iab lea en una 

camera de N.eubauer.Se Snfectaron monoeapaa n>ormales de cQ lu las  Uero con 

d i luc iones decimales de dicha suspensidn cs lu lar .Despu~s de de jar  2 horas 

a 37QC, se aqregd cuidadosamente agar nu t r i t i vo  y 8 dfas  mds t a rde  se 

contaran laa  placas como en una t i t u l ac i dn  hab i tua l ,  determintlndose asf 

e l  ndmero de cBlulas formadoras de placas en base a1  hecho de qua en es- 

t e  ceso une placa se or ig ina  a p a r t i r  de una cdlu la in fec tads  producto- 

r a  de virus.  



EVULUCILIN UE LA ACCIUN CITUPAIUCENICA 

Pare observer e l  t i p 0  de les ionee  producidas por e l  v i rua  on l e a  cd- 

l u l a s  Vero s e  i n fec ta ron  c Q l u l a s  crec idaa en tuboe Leight0n.H d i fe ren-  

t e a  d l a s  d ispu6s de l a  infecc, idn se f i j a r o n  y t iReron l a s  cd lu las  con 

IYay GrSnweld-Giemsa y se observoron a 1  rnicroscopio dp t i co ,  

L S T U D I U S  DE PlORFOLOGIA CELULAH 

A f i n  de e s t u d i a r  les a l t e r a c i o n e s  morfoldqicas que prasentaben l a s  

c d l u l a s  pers is tentemente i n fec tadas ,  SEI h i c i e ron  c rece r  en tubos Loighton 

c u f t i v o s  de c d l u l a s  Uero, Vero-J y Vero-T que luego fueron teRidos ton 

Nay GrGnwald-Giemsa, observados sl rnicroscopio dp t i co  y fo tograf iados.  

ENSAYO I ~ L  NEUTRALIZACIUN VIRAL 

Se t r a b a j d  con 8usro inmune an t i - v i rus  Junin de oriqen humano con 

capacidad n e u t r a l i z a n t e  mayor de 4 l oge i i t r noe ,~ i cho  inmunosuero se inee- 

t i v d  por  ca lentamiento a 5bPC durante 30 minutos.luego se mezclaron uo- 

ldmenes i gua lee  de inmunosusro d i l u fdo  1:s y d i luc iones  decimalee cre- 

c i e n t e s  de  l a  muestra de v i r u s  a ensayar.Estas merclas s e  incubaron, a 

37QC por 3 0  minutos.Simult8neamente s e  incubaron mezclas con t ro les  d e  

v i r u s  con suero  norma1.Luego s e  inocularon monocapas de c d l u l e s  Vero cre- 

c i das  en1 tubos d e  ensayo con4 0.2 m l  de Is8 musastraa t r a t e d a s  con inmuno- 

suero  y 18s oon t ro l ss ,  us6ndose 4 tobos por dilucibn.Se h i zo  l a  observa- 

c idn microscdpica de l a  ACP has ta  c,ornpletar l a  t i t u l a c i d n  de ambas se- 

r i e s ,  calculdndose 10s t f t u l o s  d e  acuerdo e Heed y Pluanch ( 5 5 ) , ~ o s  re- 

s u l t a d o s  s e  expsesaron coma $ de neu t ra l i zac ibn ,  hacidndose e l  ooc ien te  



e n t r e  e l  t f t u l o  ds l a  serie t r a t a d a  con  inmwnoauero y e l  t f t u l o  d e  l a  

s e r i e  c o n t r o l .  

ENSAYO UE l N T t R F E H t M C I A  

C d l u l a a  Uero c r e c i d a s  sn b o t e l l a a  d e  30 cc d e  c a p a c i d a d  a e  i n f e c t a -  

r o n  con  0.2 r n l  d e  s o b r e n a d a n t e s  c o r r e s p o n d i a n t e s  a d i f e r e n t e s  p a s a j e s  

d e  la l fnea Vero-J.Lbego d s  une hora  d e  a d s o r c i d n  a 37QC, se v o l c d  e l  

i n b c u l o ,  se l a u a r o n  las monocapas can PBS y se r e f n f e ~ t a r o n ~  con 0.2 m l  

d e  v i r u s  e s t a n d a r  X J C l  a una m u l t i p l i c i d a d  d e  1 ~ ~ ~ / d l u l a . ~ e s p u d s  de 
3 

unl p e r f o d o  de una h o r a  de a d s o r c i d n  a 37QC, se v o l c d  e l  i n b c u l o  y se 

agregd medio d s  man ten im ien to .~ i r nu l t 6na~men te  se i n d e c t a r o n  c u l t i v o s  

p a r a l e l o s  d e  c d l u l a s  Vero con XJCL3  s o l a m e n t e  o con s o b r e n a d a n t e  de  Ve- 

ro-J,A l a s  24 h o r a s  s e  c o s e c h d  s o b r e n a d a n t e  d e  t o d o e  10s c u l t i v o s  a f i n  

d e  t i t u l a r  l a  i n f e c t i v i d a d  y d e t e r m i n a r  10s r e n d i r n i s n t o s  virales,El me- 

d i o  d e  m a n t e n i m i e n t o  se r e n o v 6  con p o s t e r i o r i d a d  c a d a  2 d f a s ,  observ6n-  

d o s e  l a  e v o i u c i d n  d s  l a  ACP en  10s c u l t i v o a  d o b l e  y s imp lemen te  i n f e c -  

CUR WAS UE CREGIPITENTO G E t U l a R  

Ctflulas Usrac V8f6-3 y Uara-T se h i c i s r a n  cremr en wsdio 199 c o n t s -  

niendo dfs t tn tas cmncentraciones de suasu.8 d i s t i n t a s  dfas pas t -a i ewb ra  

se t rd .pa inason doa  G U L ~ L V ~ S  de ~ a d a  eerie y Las eB lw~aa  s s s u a p e n d i d a s  

on 1 m l  de media sle t i R e r a n L  durants 15 m$nut;o& par sgfegsda de O,L n t l  

de une so~uei6t-1 a e u a s e  aX D,S$ de asul  Tripan, colarente qua parmite d f -  

f e r e n c i e r  entre c 8 l u l a s  v i vss  y adlulas muer tas ,T ranacwr rSda  eas tSampo, 



l a s  c d l u l a s  v i ab les  se contaron en una cdmara de ~ e u b a u e r .  

T L C N I C A S  C I T U l i t N E T  ICAS 

Para a 1  os tud io  c i toqer i8 t ico  da l a s  l f n e a s  c e l u l a r e s  Vero y Vero-T se 

emplearon c u l t i v o s  c rec idos  en b o t e l l a s  d e  90 cc de capacidad.8 l a s  24-48 

horas  de sembradas, s e  l e  ayregd a cada b o t e l l a  U.3 m l  de una so luc i6n 

J . / ~ u o  de co l ch i c i na ,  incubsndose luego a 37QC durante 30 minutos.Transcu- 

r r i d o  ese  lepso  a e  t r i p s i n a r o n  las monocapas c e l u l a r e s  a f i n  de obtenar 

las cd lu laa  en suspensidn.Estas s e  t r a t a r o n  luego con una so luc i6n hipo- 

tdn ica  de C 1 K  0.53% durante 25 minutos a 3 7 ~ ~ . ~ o s t e r k r m e n t e ,  l a a  c k l u l a s  

fueron f i j a d a s  en una mezcla d e  metanol-bcido acd t i co  (183) durante  3Q m i -  

nutos a  4QC, con dos cambios d e  f i jador.Sobre 10s extendidos en portaob- 

j e t o s  9 8  apl icaroni Las tdcn icas  de coloraci i fn es tandar  con co lo ran te  de 

Giernsa ( ~ a r a  e fec tua r  recuentos cromosbmicos) y de bandeos C (60) y ~ ( 6 1 ) .  



Las i n f ecc iones  o r ig inadas  por 10s v i r u s  Junfn y Tecar ibs  en cB lu las  

Vero presentan d o s  etnpas  rnarcadamente d i f e r e n t e s ,  de ecuerda a1 compor- 

tamianto  d e l  v i r u s  : una fase  i n i c i a l  v i r u l e n t a  con produccidn de a l t o  

t f t u l o  de v i r u s  acompaflada de marcado e f e c t o  c i t a p d t i c o ,  y una etapa 

p o s t e r i o r  rle recupersc ibn ~ e l u l a r  en l a  que se es tab lece  l a  p e r s i s t e n c i a  

v i r a l  (41) .  

En e s t a  i nves t igac idn  se ana l i sa ron  l a s  c a r a c t e r f a t i c a s  de l a  fn fec-  

c idn pr imar ia ,  en la que o l  v i r u s  s e  man i f ies ta  en forma v i r u l e n t a  cum- 

p l iendo un c i c l o  l f t i c o ,  coma peso prev io  a 1  a s t u d i o  de l a  in fecc idn  

crbn ica.  

I M F E C C  ION PI3 I M U H  I A  

&APBf4 LC I Q N  Y EE1ULILJ!CIUN I1E LA NCCIUTJ Cl ' t 'QPATOGENIC~.  

Loe v i r u a  JunXn y Tecariba rnulkipl ican en  l a s  c d l u l a s  Vero ~ r i g i n a n d a  

una marctada UGP,Pare segufs la evoiucibn d@ la misma, @a i n f e e t s r o n ~  c6- 

lulaa Vero, crocides en tubas de rnsayo, e l a s  72 horas dmepu8s de ssm- 

bsadas, can 10s virus Junln eep5 X S C l  y Taearfbe a multApl ic idadas dr 3 

in fsccidn gum weriaran en escale decimal dssds 20 a 2 x 1 0 ~ '  UFP/C~IU I~ .  

t u s ~ o  d~ una hbsa de edsoraidn a 379C, s~ r e t i r d  sl indcuia de v i r u s  y 

ss ayregd  msdia de mantanfmionts.los c u l t i u a s  Puaron fncubaadaa a 3 7 W  y 

ubearvedas a1 mieras~zopie dpdico d i a r i e r n ~ n t ~  por sl t h m i n o  de 15 dfas 

durants l o s  cusles ae rencud a 1  media de mantanintiento de Loa mismos ca- 



d a  2 d f a s , E l  g r a d o  de ACP s e  t a h u l d  s e g h  l a  e s c a l a  que  s e  d e s c r i b e  rads 

a d e l a n t e .  

Como s e  v e  e n  l a  F i g u r a  1, e l  t i e m p o  de a p a r i c i d n  d e  l a  ACP depends  

d a  l a  d o s i s  i n i c i a l  d e  i n f e c c i & n , ~ a r a  l a s  d o s i s  mayors6 d e  v i r u s  l a  ACP 

comienza  a1 d f a  3, m i e n t r a s  qus p a r a  10s i n 6 c u l o s  mds d i l u f d o s  l o  hace 

1, 2 6 3 d f a s  mda t a r d e . P a r a  a l t a s  r n u l t i p l i c i d a d e s  l a  r e l a c i d n  e n t r e  l a  

a p a r i c i d n  d e  ACP y l a  d o s i s  no e s  l i n e a l ,  d e b i d o  p robab leman te  a1 fend- 

meno de a u t o f n t e r f e r e n c i a  d e s c r i t o  p a r a  o t r o s  A r e n a v i r u s  i n - v i t r o  ( 62 )  y 

p a r a  v i r u s  Jun fn  i n - v i vo  (63) ea i n r v i t r o  ( 6 4 ) . ~ a  r e l a c i d n  l i n e a l  e n t r e  

l a  c o n c e n t r a c i d n  d e  v i r u s  u s a d a  p a r a  i n f e c t a r  y e l  d f a  d e  a p a r i c i d n  de 

ACP r e c i e n  se e s t a b l e c e  para el  v i r u ~  Jun fn  a p a r t L r  d e  l a  m u l t i p l i c i d a d  

de 0.02 U F P / C ~ ~ .  en  a d e l a n t e ,  m i e n t r a s  que p a r a  e l  v i r u s  T a c a r i b e  l a  li- 

n e a l i d a d  comienza  a p a r t i r  de  0.002. 

En l a s  F i g u r a e  2 y  3 s e  d e t a l l a n  e l  g rado ,  e v o l u c i d n  y d u r a c i d n  d e  l a  

ACP s e q d n  l a s  d i f e r e n k e s  m u l t i p 2 i c i d a d e s  d e  i n f e c c i h ,  p a r e  10s v i r u s  3u- 

n,fn y T a c a r i b e ,  r espec t i vamen te .La  p r e s e n c i a  d e  ACP t emprana  se caracte- 

r i z a  po r  l a  a p a r i c i d n  de una c a n t i d a d  r e g u l a r  d e  c d l u l a s  e n  e l  sob rena -  

d a n t e  ( g r a d o  1); a medide que  t r a n s c u r r e  l a  i n e c c i d n  se o b s e r v a  una g r s n  

c e n t i d a d  d e  c B l u ~ a s  en s u s p a n s i b n  y s o b r e  e l  t e j i d o  f o c o s  a i s l a d o a  de c6- 

l u l a s  q r a n u l o s a s  y o s c u r a a  ( g r a d o  2)'; p o s t e r i o r m e n t e  t o d o  e l  t e j i d o  e s t d  

fo rmado  por  c d l u l a a  r a d o n d a s  y se o b s e r v a n  d r e a s  de  lisis donde faZta l a  

monocapa ( g r a d o  3 ) . ~ o r  d l t i m o ,  s d l o  permanecan a d h e r i d a s  a 1  v i d r i o  a l g u -  

fie8 zonaa  c o n r t i t u f d a s  p o r  c d l u l a s  o s c u r a s  ( g r a d o  4).Los e r f a d f o s  en  10s 

que  s e  p roduce  l a  i n v o l u c i d n  d e  l a  ACP se pueden a s i m i l a r  a e s t a  g rada -  

c i 6 n .  



~ \ p a r i c i b n  d e  l a  a c c i d n  c i t o p a t o u d n i c i a  en c Q ~ u ~ a s  Vero in ' fectadas 

can v i r u s  J u n f n  o Taca r i be ,  en  f u n c i d n  d e  la dosis in fectante.  .- 
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CONCENTRACION RELATlVA OE VIRUS 



Lrado y ev01ucibn de l a  ACP en  cBlu les  Uero in fec tadas con v i r u s  

Junln (xJl : lJ)  a d i s t i n t a s  mult ip l ic idadas.  -- 



F I G U H H  3 

tirado y eva luc idn  de  l a  ACP en c d l u l a s  Uero i n f e c t a d a a  c o n  v i r u s  

Tacaribe a d i s t i n t a s  m u l t i p l i c i d a d e s .  

2 - .. 
1. 
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Se p u e d e  a p r e c i a r  ( ~ i g u r a  2 )  a u o  e l  mayor g r a d o  d e  ACP i a p a r e a e  e n  10s 

c u l t i u a s  c e l u l a r e s  i n f e c t a d o s  a b a j a  m u l t i p l i c i d a d  (0,02), s e n a l a n d o  nue-  

v a m e n t e  l a  p r e s e n c i a  d e  a u t o i n t e r f e r e n c i a , A  p e s a r  de l a  g r a n  d e s t r u c c i d n  

c e l u l a r  q u e  a f e a t a  mde d e l  90% d e l  c u l t i v o  e n t r e  6-7 d f a a  p o i , ,  Qste en- 

t r a  l u e g o  e n  u n a  e t a p a  d e  r e c u p e r e c i d n ,  r e g e n e r d n d o s e  l a  n o n o c a p e  y pro-  

d u c i d n d o s e  l a  i n v o l u c i d n  d e  l a  ACP a1 c a b o  d e  2-3 d f a s .  

L 1  a s p o c t o  d e l  t e j i d o  r e c u p e r a d o  n o  es e l  n o r m a l  y a  q u e  p r e s e n t a  a d -  

m u l o s  d e  c d l u l a s  o s c u r a s ,  q u e  q u e d a r o n  a d h e r i d a s  a1  v i d r i o  y a p a r t i r  d e  

l a s  c u a l e s  se r e g e n e r r 3  e l  c u 1 t i v o . L a  d e s t r u c c i d n  y r e c u p e r e c i d n  c e l u l a -  

r e s  o c u r r e n  s i m u l t 6 n e a r n e n t e  e n  e l  mismo c u l t i v o ;  esf a1 o c t a v o  d f a  p o i .  

( m  : U.UU2) se  o b s e r v a n  g r a n d e s  z o n a s  d e  l i a i s  j u n t o  a o t r a s  d r e a s  don- 

d e  l a  monoeapa se e n c u e n t r a  e n  r e c u p e r a c i i 5 n . l a  r e c u p e r e c i d n  c e l u l a r  se  

p r o d u j o  e n  l a s  c o n d i c i o n e s  d e s c r i t a s  p a r a  t o d a s  l a a  m u l t i p l i c i d a d e s  en-  

s a y a d a s .  

l n d e p e n d i e r l t e m e n t e  d e  l a  m u l t i p l i c i d a d  d e  i n d e c c i d n  y de 1s i n t e n s i -  

d a d  d e l  e f e c t o  c i t o p d t i c o ,  e l  p e r f o d o  de t i e m p o  e n t r e  l a  a p a r i c i d n  d e l  

mismo y  l a  r e g e n e r a c i d n  d e l  c u l t i v o  es d e  7 a 1 0  d f a s .  

C o n s i d e r a c i o n e s  sirni lares se pueden  h n c e r  p a r a  d a s c r i b i r  le e v o l u c i d n  

d e  l a  ACP p r o d u c i d a  p o r  e l  v i r u s  T a c a r i b e  ( ~ i g u r a  3 ) ,  con u n a  d i f e r e n c i a  

s i g n i f i c e t i v a . E l  p e r f o d o  q u e  t r a n s c u r r e  e n t r e  l a  a p a r i c i d n  y l a  i n v o l u -  

c i b n  d e  l a  ACP es mds c o r t o ,  l o  q u e  se o b s e r v a  p r i n c i p a l m e n t e  p a r a  l a s  

m u l t i ~ l i c i d a d e s  de 2 y 0.2 (6 d f a s ) . ~ d e m d s ,  a d n  ~ u a n d o  p o r  r a z o n e s  de 

s i m p l i c i d a d  l a s  a c c i o n a s  c i t o p d t i c a s  se g r a d u a r o n  c o n  la miama esoale, 

l a  i n f e c c i d n  c o n  v i r u s  T e c a r i b e  p r o d u c e  l a  d e s t r u c c i d n  d e  c a s i  e l  99% 

de l a s  c & l u l a s  de  l a  monocepa.A p e s a r  de e s t a  mayor i n t e n s i d a d  ds ACP 



que man i f ies ta  e l  v i r u s  Tacar ibe sobre  las ~ Q l u l e s  Vero reapec to  de 

X J C 1 3  , en todos 10s caros hay rscuperac idn c e l u l a r  con regenerac idn 

de le monocopa en pocos dfas. 

E.n l a  Fotogra f fa  1 ae muestrsln 10s c u l t i v o a  de c d l u l a s  Vero indecta- 

dos con d i l uc i ones  decimeles s e r i a d a s  de v i r u s  Junfn y teRidoa con 

c r i s t a l  v i o l e t a  e l  8 9  dfa p.i.Se puede observar en 10s tubos i n fec t& -  

-1 do. con l a s  d i l uc i ones  1 U  y 1~-*  de v i r u s  l a  recuperac idn caa i  t o t a l  

d e l  t e j i d o ,  ev idenciada por una densidad de co lo r  s i m i l a r  a l a  d e l  te -  

J i d o  inoculedo con una d l luc ibn .  10" , oonsiderado en erte caso  con0 
1 

c o n t r o l ;  por e l  c o n t r a r i o ,  10s c u l t i v o s  in fec tadoa  con l a s  d i l uc i ones  

, 1uU6 y luo7 w e s t r a n  une ACP sctiva.En l a  d i l uc i dn  

se observan grandes zonas de l is is  junto a o t r a s  Qreas donde l a  densi- 

d a d  d e  co10rac ibn~ ind ica  recuperacidn de l a  monocapa.Estas obmitrvacio- 

n e s  son co inc iden tes  con 10s datos presentados en l a  Figura 2, ebn ' 

cuando hay que cons idera r  que l a  gradar idn de l a  ACP e s  de c a r d c t e r  

s u b  j e t i v o .  

qus muelcltranl e l  grado de REP 
del uirur Smfn pats 6dlylas 
Vero,La tinicidni sa reaiizd a1 
dfa 8 p.i.ent tubos i n~ fec tedos  
can d i luc iones  crre~ientea de 
v i rusrOi l~c idn -1 rquiwrrlo a 
una mu l t i p l i c i dad  ds 20 ,  



,. A r r  i b a  : en.foclue de un.a rnonocapa de cdlulas Vero 
i n f e c t a d a  con v i r u s  Tacaribe ( m  : 0.02) y t e f i i d a  a1 6 Q  d f a  p o i .  
A b a j o  : enfaclue de une monocapa d e . c d l u l a s  Vero a i n  in fac tar ,  
mantenlida en las mismas c o n d i c i o n e s .  



En l a  Fotograffa 2 s e  observan enfoques de une monocapa d s  ~ Q l u l a s  Ve- 

r o  infectad. con di luoidn luo4 de v i r u s  Tacaribe (1~10.02) y una monocapa 

normal mantenida paralelamente, tefiidaa ambas con lrolorante Cismsa.Se 

puede ver sl grar l .e fecto c i topdt ico  desarro l lado por e l  virur, que produr 

jo desprendimiento de l a  mayarfa de l a %  ctflula8, ~uedando adheridos a1  

v id r io  solamente algunos acdmulos de ad lu les  a l te radas,  a l redsdor  do lor 

cuales comenzard luego l a  regeneracibn de l  te j ido .  

La8 cd lu las  qua paean a1  sobranadante por e fec ta  de l a  in fecc idn son 

cQlu las  que s e  adhieren a1  v id r io  pero que hen perdido 1% ~ a p a c i d a d  do 

mul t ip l i c%ree cuando se l ee  resiembxa con medio do ~ s e c i m i e n t o  fresco. 

Los v i rus  Junfn y Tacasiba, por p a s a j e ~  ss r iador  a t r r vds  de cBlulas 

Vero, mantienen s u  capacidad in f  ec tan~te  ean produceidn de ACP t f p i ea ,  

l a  qua e s  neu t ra l i zab le  p o r  inmunoruero especff ico.  

1I.OBSERUACIUN NlCHUSCOPICA LIE LA ACCION CITOPATICA 

Cstas observaciones s e  h ic ieron en cdlulars c rec idas  en tub,os Leightan) 

y tefiidas con colorante May GrOnwald-Giemsa, segdn s e  expl icd en Plate- 

r i e l e s  y HQtodos. 

Entre e l  t e r ce r  y noveno dfa dt38p~1ds de l a  siembra, l a8  monocapas 

normales de l a  l f nea  Voro aparBcen formades por cBlules poligonaloa, e- 

longades, con ndcleos pleombrficos que presentan un so lo  nucleol~.En e l  

citoplasma ae observe d iocre ta  vaouolfxacibn (~o tog ra f ' f e s  3 y 4). 

Lueqo de l  unddcimo d f a  de cu l t i vo  in-ui t ro,  s e  observan rnwlticapas 

densas de cd lu las  entreeruzadas junto con zonaa donde l a s  cd lu las  pre- 

sentan un cxecimiento para le lo  (de igua l  orientac.ibn)(Fotograffa 5). 



DTOGRAFIA 4 
-8&ulas ~ e r o  normales : as- 
pecto dm1 crecimdento a 10s 
9 dfas in-vitro ( 4 0 0 ~ ) .  



POTOGRAFIA 5 
Aspeeto d o  l a s  c41ulas Vero 
aarmales de I1 dfas in - r i t so f  
c~acimiento en multf capas 
con amntroa densas de ap i le -  
a i en to  mostrando or ientec idn 
m n t r e c r u ~ ~ d a .  

Para hacer la$ observaciones c i t o l bg i cas  de 10s cul t ivos in fectados 

se u t i l i x b  la cepa XJC13 de v i r u e  Junxn a  una m u l t i p l i ~ i d a d  do 0.2.E~- 

t a s  c u l t i u a s  se eetudiaron en t r e  e l  t e r c e ~  y unddcimo dLa poi , ,  encon- 

trtfndose dreas foca las  ne tas  be c 6 l u l a s  p i c n d t i c a s  rodeadas de cd lu las  

normeJes,Eata destruccidn c s l u l a r  se  hace mss evidente en 10s b o t d e a  dta 

l a  monocapa.Los R ~ C ~ ~ O S  se presentan encogidos con l a  cromatina a l t a r a -  

da (lisis) y c.ambios citoplBsmicos consis tentea en granulacibn y extensa 

vacuo l izac f~n,Se observan cuerpos basbf i los ,  polimorfos, ds diversoe ta-  

maRos, d i s t r f b u f d o s  en todo e l  ci toplesma; 10s nucleolo$ son tembidn muy 

basbfilos,May cant idad de d e t r i t u s  cromatfnico en  la8 dress  d s  destruc- 

c i d n  celular l o  sue se hace m8s evidenbe a1 7Q dfa p,i.tas dreas d e  li- 

$is son producidas p o r  sl desprendimisnto de l e s  cblu&as adharides a1 - 
rnm* -!. . - -w - 

v,idrio; sus bordes e s t d n  formados por cd lu las  p icndt icas con l a  red cro- 

matlnica rodeando restos nucleolaree (Fotograf fas 6,  7 ,  8 y 9). 



kUTUGHAFIA 6 
Cdlulas Vero a 1  d fa  3 p . i .  
Se observan ndcleoa deatruf-  
dos, encogidos, 10s c i to -  
plasmas extensasente vacuo- 
lados  y lisis cromatfnica 
(400>0. 

FUTOGHAFIA 7 
dlulas Vero a1 d f a  4 p . i .  

ae observa lisia de l a  cro- 
matina, formando acJmulos; 
vacuol izacidn ci topldsmica 
in tsnsa ,  enormes nucleolos.  



FUTUCRAFIA 8 
Aspecko de lacs c d l u i a s  Vero 
l u e g o  de 11 dfas d e  imd'eccidn 
con v i r u s  Jun&nl.Uegsneracidn 
u e c u o l e n t e  d e  l a  capa c e l u -  
l a r ;  c Q l u l a s . p i c n 6 t i c a s .  

-UTUGRAFIA 9 
Uorde d e  placa de des t rucc idn  
jn c d l u l a s  Vero a 10s 11 d f a s  
~.i.;nbcleos encogictos, en 



Les o b s e r v a c i o n e s  c i t o l d g i c s s  de l a  ACP de T a c a r i b s  en c Q l u l a s  Vero 

n o  o f r e c a n  d i f e r e n c i a s  de i n 4 p o r t e n c i a  r e s p e c t o  d e l  JunJn .  

1 L I . P H U l I U C C I U N  Df PLACAS B A J W  AGAR. 

Los v i r u s  J u n f n  y T a c a r i b e  o r i q i n a n  pLacas b a j o  a g a r  s o b x e  monocapas 

d e  c 6 l u l a s  Usro  ( 4 8 ) .  

Oeb ido  e l  p r o l o n q e d o  p e r f o d o  d s  i n c u b a t i d n  n e c a s a r i o  p a r e  e l  desa- 

r r o l l o  de l a s  p l a c a s  po r  e s t o s  v i r u s ,  es i m p r e s c i n d i b l e  rea l izar  e l  en- 

s a y o  cump l i ando  r i g u r o s a m e n t e  con una a e r i e  de c o n d i c J o n e s  gue  a s e g u r a n  

l a  p r e s e r v e c i d n  d e  l a  monocapa d u r a n t e  7 u 8 d f a s  b a j o  agar.Como se des-  

c r i b e  d e t e l l a d a m e n t a  en a a t a r i a l e s  y f l& todos,  10s r e q u i s i t o s  fundaments-  

l es  q u e  deben  c u m p l i r s e  s o n  : 

a ) f a l t a  d e  t o x i c i d a d  del medio s d l i d o  conque  ss c u b r e  l a  monocape ce- 

l u l a r  ; 

b ) t e m p e r e t u r a  constante d e  i n c u b a c i b n ;  

c ) u t i l i z a c i b n  de las e d l u l a s  en dp t imo  e s t a d o  f i s i o l d g i c o  y d u c a n t e  

La f a g s  e s t a ~ i o n a r i a  de c r e c i m i e n t o .  

En eses c o n d i c i o n e s ,  se o b t i e n e  dp t ima  p r e s e r u s c . i b n  be la8 monocapaa 

iusgo de man tene r  b a j o  a g a r  a 1  c u l t i v o  d u r e n t s  el t ienpo n e c s s a r i o ,  co- 

mo so r e v e l s  por f i j a c i d n  y t i n c i d n  eon  s r i s t a l  v i o l e t a  ( ~ o b g r a f f a  10) .  

La8 p l e c a e  d e  v i r u s  Junxn  a p a r e c a n  a 1  dfa 6Q p.i., momanto en qua s o n  

muy t u r b i a s ,  pequef ias y apenaa  d i a t i n g u i h l a s  sobre e l  t e j i d o  ( f o t o g s a -  

f f a  l l ) . ~ o n  sl t r a n s c u r s o  del t i empo  v a i  aummntando d e  tamafio y r e s u l -  

t a n  mds n d t i d a s  ( ~ a t o g r a f f e  12), s i n  u a r i a r  s u  ndmero t o t a l .  

E l  v i r u s  Tacaribe p r o d u c e  p l a c a s  sirnilares ( ~ o t o g r a f f a o  13 y 141 ,  po 



aienda posib le d i fe renc ia r  un uirus de o t ro  por tamafio 0 morfoloqfa de 

c l a  de p lacar  l f t i cea  y turbiar de alrededor d e  1 mm dq didmetro.El ta- 

mano mayor que alcanzan ee de 2 am y se obt iene a 1  9Q y 10Q dfa p.i. 

En la Fotograffa 15 ae u s  un enfoque de plaor l f t i c a  producida por 01 

v i r u s  Tercaribe en sdlulaa, Uero r '  lo8 border no aon netoa y e l  czrntro a- 

parece t ransparente l  en l a  fo tog ra f fa  16 @e va un enfaqua de platza tur- 

bia,  qua pteaenta en au cent ro  res tos  ce lu la res  adheridoe abn a1  v idr io ,  

FOTOGHAF I A  10 
Tlejido de c$lulaa Vern sin1 
i nbec tar ,  mantenddas un l e a  
condiciones desc r i t as  para 
e l  ennayo de placas. 



1 F O T O G R A F I A  11 
Placas praducidar por l a  ce- 
pa XJCIJ de wirua Jundn an 
cdlulae Uetro a1 dfa 6 p.i. 

par la cs- 
pa X3C13 de wiaue Ju%*rt en1 
~ B l u l a r  vero a1 dfa a p s i .  



FOTOGRAF I A 13 
P l a c a s  pnodwddab por e l  wi- 
EUI T a c a ~ i b o  an ad1ulaa Us- 
ro rl d f a  7 p r i m  

t O T O G R A F I A  14 
Placas producidas poc e l  v i -  
nu8 Tacaribe en. edlulas Ua- 
ro a 1  d f a  9 p,f. 



FOTOGRAFIA 15 
Enfoque de placa l f t i c a  or i -  
ginada por 01 uirua Tacarf- 
be en d l u l a s  Verb el dfa 
9 peke 

I FOTOGRAF I A  1% 
Enfoque de placa tur.bia oz i -  
gineda por e l  
tzu, en1 cd lu las 
9 p e i e  

virus Tacari- 
Uero a1 dfa  



E s  de hacer notar que en l a s  plaoas producidap - 

de ~ d l u l e s  Uero (crec idas en 15% de auero) 

r i b e  s e  observa predominio de l  t i po  l f t i c o ,  mientraa que lo8 etocka 

crec idor  en csrebro de ratdn o en l a  l f nea  de cQlu las  V ~ r o  mantenids 

con menos suero producen predominantemente placas turbias.Sin embargo, 

1% morfologfa de placas e s  muy var iabJe, dependiendo fundamentalmente 

de l  eatado en que se  encuentra l a  monocapa a1  momento de l a  i~ l fec~ ib rn ,  

IV,,CUHVAS DE CRLCIMIENTO VIRAL. 

L a  produccidn de v i r u s  s e  invest igd inoculando cBlulas Vero en su 

subcul t ivo 86, 72 horaa despuds de aembradas, con una mult ip l ic idad de 

U.2.Luego de 1 hora de adsorcidn a 37QC, s e  r e t i r d  e l  indculo y lo8 cul- 

t i voa  s e  reincubaron a 37QC con medio de rnantenimiento,Diariat~~ente se 

cosechd e l  sobrenadante que se centr i fug6 a baja veloc.ided para el imi- 

nar r es tos  ce lu la res  y lag muestraa ae conaervaron a-70QC haata e l  mo- 

mento de s u  t i t u l ac i dn  por UFP. 

En l a  Figure 4 se muestra l a  curva de crecimiento de v i rus  lunlfn ex- 

t r ace l u l a r  junto con l a  evolucidn de l a  accidn c i t o p Q t i c e , ~ s  observe que 

e l  perfodo de la tenc ia  es aproximadamente de 24 horas con un mdximo 

t f t u l o  de v i r u s  a1  te rce r  dfa p.i., aunque puede deci rae que en t re  l oa  

dfes  2 y 4 hay una producci6n c a s i  constante de v i rus,  aproximadamente. 

6 10 ~ ~ ~ / m l . ~ u e g o  estoe va lores comienzan a decl inar  pero mantenfQndose 

l a  l iberac idn  continua de v i rus  adn en e l  perfodo de recuperacibn celu- 

lor aomo aer  a1  d f s  13 p.i. 

En l a  Figure 5 - s e  muestran l a s  curves de czrecimiento ex t race lu la res  



y 10s g r d f i c o e  d e  e v o l u c i d n  d e  l a  ALP c o r r e s p o n d i o n t e s  a1 u i r u a  Tacari- 

b e ,  a d o s  m u l t i p l i c i d a d e a  d e  i n f e c c i d n  d i f e r e n t i a s ,  20 y 0.2.La c u r v a  de 

productz idnl  d e l  v i r u s  T a c s r i b e  e n  d l u l a s  V.erc, es similar a l a  o r i g i n a d s  

po r  e l  v i r u s  Jun$n~.Nuevamente a q u f  sca pone d e  m a n i f i e s t o  e l  fendmeno do 

e u t o i n k e r f e r e n c i a  qua c e r a c t e r i z a  l a 8  i n f e c c i o n e s  p o r  A r e n a v i r u s  y a  q u e  

hay  una s e n s i b l e  d i f e r e n c i a  en e l  r e n d i m i e n t o  d e  v i r u r  a1 v a r i e r  l a  

m u l t i p l i c i d a d . P a r a  e l  v i r u s  T a c a r i b e  e l  t f t u l o  m/ICIma c o r r e s p o n d i e n t e  

a1 t e r c e r  dfa p . i .  d iaminuyd  10 v e c e s  a1 aumenta r  100 wBees (de 0.2 

20)  l a  m u l t i p l i c i  dad. 

T a n t o  para J u n f n  comb p a r a  T a c a s i b e  l a  p r o d u c c i d n  d e  v i r u s  p r e c e d e  

e n  d o s  d f a s  a l a  a p a r i c i d n  d e  ACP y c o n k i n d a  s b n  cuando  e l  t e j i d o  h a  

comenzado a r e g e n e r a r s e . S e  i n i c i a  esf l a  e t a p a  d e  p e r s i e t e n c i a  d e l  v i -  

r u s  s i n  d s s t r u ~ c i b n ~  c e l u l e r ,  despuQs de una e t a p a  u i r u l e n t a  en q u e  ruy 

pocas  c d l u l a s  s o b r e v i v e n  e l a  i n f e c a f d n ,  



Gri f ico comparativo d e  l a  curua de  crscimiento d s l  virus J u d n  ( X J C L ~ ~  

y l a  evolucidn d e  l a  accfdn citopat6aendca e n  c.6lulas Vero, 

DlAS P. I. 



Curvas d e  c r e c i m i e n t o  y eu80~uc.idni de  l a  ACP d e l  v i r u s  Tacmribe snl 

cdlulaa Uero i n i f e c t a d a s  a d i s t i n t a s  m u l t i p l i c i d r r d e s .  



IWECCION. PERSISTENTE 

1,INFECGIONES PROLONGADAS COM LOS VIHUS JUNIN H' TACARIBE EN CULTIUOS 

E S T A C I O M R I O S  DE CELULAS VEHO. 

A 1  habor obseruado que durante l a  indeccibn primaria l a  s f n t e s f s  de 

v i r u s  acompaflaba tan to  l a  etapa do d e ~ t r u c c i b n ~ d e l u l a r  coma l a  dm recu- 
I 

peracibn, ( f iguraa 4 y 5) se  consider6 apropiado examinat lacs carac ter fs -  

t i c a a  de l  siatema durante un perfodo de tiempo m8s prolongado.Eate w t u -  

d io  s m  ancard t ~ n i e n d 0  en cuenta dos a s p e ~ t o s  : l a  obrervacsidni de 188 

var iacionea morfoldgicas de 10s t e j i dos  como as$ tambibn l a  pos ib i l idad 

de que lo8 mismos continuasen pxoduciendo par t fcu las  v i ra lea.  

Con eae f i n ,  sa in fectaron cQlu lae Vero paeaje 86, e ~ e c i d a a  en bote- 

l l a a  de 9U cc de capacidad, en forma paraltala con* v i rus  Taaaribe, y Junfn, 

a una mul t ip l ic idad de 0.2.Luego de  de jar  adsorber e l  v i rua 2 horas, s e  

r e t i r d  e l  indculo,  se  egreqd medio da mantenimiento y se incubaron a 

37QC.En forma s im i la r  se t ra ta ron  contro les ce lu la res  no inftactado8.Los 

ou l t i uos  s e  obseruaron a1  microscopib diariamente durants un psrfodo da 

35 dfas siguidndose l a  evolucidml de l a  ACP,Cada 48 horas s e  cambib e l  mB- 

d io  de mantenimiento de 10s mbsmos, recoqiendo en cada case a l fcuotas  de 

10s sobrenadantes, la8  cuales fusron deepuds t iku ladaa en cd lu las  Uero 

por UFP.Lo8 resul tados obtenidos s e  prresentan en l a s  Figures 6 y 7. 

Coma se observa en l a  Figura 6, lers cdlu las infectadaa con1 v i rua Taccs- 

r i b e  manifestaron una extense ACP en t re  10s dfae 3 y 12 p.i,Lusgo cornen- 

z6 l a  e tspa de recuptaraci6n ce lu la r ,  l a  cual  s e  complet-6 en un lapso de 

3 d f a s . ~ l  t e j i d o  ya regenerado uolvid a producir ACP en f o r m ~  espontdnea 



a 1  d f a  19 p.i. y  e s t a  ACP se mantuvo h a s t a  e l  d f a  33 po i .  em quo coaenzd 

a obaeruarsm una nueva recuperac: idn,Ea d e c i r ,  a e  p r e s e n t a r o n  c i c l o s  do 

producc.ibn da  ACP y r e g e n e r a c i d n ,  mot$~~doma que en e l  segumido csic lo l a  

ACP ae prolanlgd por  un l a p s o  de  t iempo mayor que  en  e l  p r i m e m ,  

Huho w n a t e n t e  l iberac. idn1 d e  u i r u s  e p a r t i r  dm l a s  c d l u l a s  imbectadaa.  

a  l o  l a r g o  de t o d o  e l  exper imento,Los t f t u l o s  d e  u i r u s  e x t r a c e l u l a r  a l -  

c a n z s r o n  s u  v a l o r  m4ximo en loer momentoa csn qus  se mam.ifest6 granl ACP, 

~ i e n d o  dm1 orden de  1 u 6  U F P / ~ ~  p a r a  e l  p r i m ~ r  p i c o  dm ACP (3 d f a a  p.i.) 

y 10' U F P / ~ ~  per. s l  ..gundo ( 2 6  d f a s  p . i . ) . ~u ran te  1.8 @ t a p a s  d. reg&.- 

r a c i d n  e l  t e j i d o  s i g u i d  p roduc iendo v i r u s  i n f e c t a n t e  p e r 0  en menor can- 

3 t i d a d ,  d e l  orden de  1 0  U F P / ~ ~ .  

Para  l a s  c B l u l a s  Uero i n ; f ec tadas  con u i r u s  Jundn ( ~ i g u r a  7 )  a 8  obse r -  

v jeranl  tres c i c l o s  de  ACP.El  pri rnero comsnxd a 1  d f a  3 p.i., a l c a n z a n d o  s u  

g r a d o  mdximo de  ACP a1 6Q d f a  po i . )  l u e g o  d isminuyb  g radua lmante  h a s t e  e l  

d f a  11, en qua e l  t e j i d o  e s t a b e  completamsnte recuperado.Sfn embargo, en l  

e l  d f a  17  s e  p r o d u j a  una nueva a p a r i c i d n  d e  ACP con d e s t r u c c i d n  c s l u l a r  

que  r e  p r o l o n g 6  h a s t a  e l  d f a  19 ,  s a g u i d o  por  un b r e u s  pe r fodo  d e  recupe-  

r a c i d n  h a s t e  e l  d f a  28 en qua n e e p a r e c i b  l a  ACP, p a r a  i n i d a u  el tercer ci- 

c l o , E l  v i r u s  se  e n c o n t r d  p r e s e n t e  en1 e l  s o b r e n a d a n t e  d u r a n t e  l a 8  s u ~ e s i v a r  

4 e t a p a s  d e  l is is y r e p o b l a c i b n ,  p roduc iendo t f t u l o s  d e l  o r d e n  do 10 U f ~ / m l ,  

De i g u a l  forma nue en  e l  e u l t i v o  i n f e c t a d o  con v i r u s  T a c e r i b e  e l  pr imer  

c i c l o  d e  ACP f u e  de mbs l a r g a  dusac i6n  que 10s p o s t e r i o r e s .  

Loa r e s u l t a d o s  de e s t a s  e x p e r i e n c i a s  mues t ran  que e l  e a t a b l e o i m i e n t o  do 

una in l fecc idn  p ro longeda con, pe r fodos  c fc r l i cos  d e  lisis y r e c u p e r a c i d n  eml 

c u l t i v o s  e s t a e i o n a r i o s  de ~ t ? l u l a s  Uero mantenidoa @ i n  r e p i c a r  es: una ca- 

racter fs t ica comdn a es tos  doe miembros d e l  q rupo  Arenav i rus .  
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FIGURA 6 

~roduccibn ds virus M ACP en. UFII C U X ~ Z V O  e ~ t a c i o n a r i o  d e  ~6lCJlas 

Vero in%ec.tadas con uirus Tacaribe. 
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FICUHA 7 

Produccidn de v i r u s  u ACP can, un cu l t i vo  estacionario d e  cdlulas 

Vero infactadas con virus Jundn (xJCl.& 

d3W 



I INJC I AIZION- Y NANTE,NIM IENT,O Df SUBLI t& AS. PERSI;STENTEM#TE IWEGT ADAS, 

Para anal izar  loa d is t in toa factorar  qua regulan l a  coaxir trneia ui-  

rum d l w l e  en1 l a  in~foccidn peroistantm, 80 t r a t 6  do i n ie ia r  rublfnpaa 

fecwfin primeria can, virus Junfn y faearibe.Laa rublfnara am artable- 

cieron repicendo cult ivo8 que aa encentrabam enl l a  .tap8 dm racupare- 

cidn lurgo da l  primer c i c l o  de ACP, (reg&! l o  dormtito an Haterialas y 

Ivldtodoa, y am donorsinarom Ulero-3 p Wrro-1 (Voro rnauporadar do l a  in- 

face.ibn can 3un.Sn y Tacariba, reapratiuamantm),Aab(~m lfnaea em artudfa- 'q*. ; 

ron durante 70  parajar in-vitro. E 1 

AamALTLAAC I ONES PHODUC IDAS EN. LA CECULA POR LA PRESEMCIA DEL VIRUS. 

petko d i f r ran te  a1 de 1aa cdlulaa Uero. 

Lea oblulas Uero surren variacionsa en eu morfologfa durmto 18s d i r -  

t i n t e r  atapas d r l  sregimiento,A la8 24-48 horas deapwbr do aoabradas, 

prrsentan una monocapa regular de c / lu ler  poliqonalar dm border omcuros, 

l o  quo laa h a ~ e  perfectamente diferenciab.lcr8 una dm 0tra.A la8 72 horaa, 

l a8  c$lu ler  comisnran a alargarre y 8s ori6ntan tomando una dirparicidn 

rad ia l ;  e l  te j ido  euidencie una grant proliferacft?n ~zr lu la r ,  siando muy 

d i f f c i l  d iat inguir  una cdlula de otra.Pasadaa la8 96 harar caaienzmn a 

aparecer cdlu las neerdt icas en 1s monocapa y sn e l  robranadanto, depen- 

diendo su ndmero de l e s  condicionea d s  cul t ivo (cantidad dm c i l u l a r  ,am- 



bradas in ic ia lmente,  concentracidn de suero de l  media nu t r i t i uo ,  Pracuen- 

c i a  de renovacidn de l  medio de mantenirniento, etc.) .~~roximadamente a1  

UQ dfe ae observan adem6s ac6mulos o grupos de cd lu las  redondas, oscuras. 

f inalmente ( 1 0 - l l ~  d fa ) ,  e l  t e j i do  presenta unl aspecto totallnente degene- 

rado, con mult icapas, puentes y entrecruzamientos (Fotograffas 3, 4 y 5).  

Las subl fneas Vero-J y Uero-1 pressntan, en lo8 primeros parajea des- 

p u b  d e  l a  in fecc ibn,  cd lu las  pol igonales, muy contrastadaa sobre e l  wi- 

d r i o  de l a  bo te l l a  y granuladas, que no guardan l e  misme or ientac idn que 

ofrecen l a s  cQlu las  norma1es.A d i fe renc ia  de Qatas,  l a  aonoc-apa es  muy 

i r r egu la r ,  con pequefios acdmulos dia cd lu las  redondeadas ye a l ea  24 ho- 

rea d ~ ~ p u d s  de sembradas, como asimismo un ndmero slevedo do cdlu laa en 

auspensibn.Al i r  aumentando e l  ndmero do repiques, so fueron perdiendo 

gradualmente e s t a s  ca rac te r f s t i cas  d i fe renc ia les  y ,  por simple obaerua- 

cibn. a 1  microscopio dpt ico,  l a s  cQlu las Vero-J y Vero-T resu l ta ron  i n c  

d i s t i ngu ib l s s  de 19s Vero, 

Para v i sua l i za r  major e l  t i p 0  de a l te rac iones rnorfoldgioas que pudo 

haber oceaionado l a  presencia del u i rus  en l a  cd lu le  csdnicamente infec- 

tada, se ernpled l a  tBcnica de t inc i6na con May Grt'nweld-Giemaa sobre cB- 

l u l a s  Vero-J y Uero-T, crec idas en tubos Lsighton,, a l a8  72 horas des- 

pugs de sembredas.Asf s e  puso en evidencia l a  apar ic idn de alrededor $a' 

un 10% de cQlu las  gigantes, multinucleadaa, que se observan originalmen- 

t e  en 10s cu l t i vos  de Vera pero en mQs baja proporcidn (2$),0iches cdlu- 

18s contienen numerosos nueleolos, muy basdf i los  e hipertr i$f icos, de for- 

mas anbmalas, con citoplasmas tenues y muy finamente vecuolados.Los nd- 

c leos  ee ubicsn an ura polo de l a  cd lu la ,  cerc.enos a l a  membrane plasmd- 



t ica.Estaa c i lu laa  aperecan rodeadas en algunas ocasioneu pas cQlulaa mr 

yor ndcleoa t ienen aspactos alterados y encagidos, aiankres que e l  rosto 

do1 tejido preaente un espec.to normal (Fotograffas 17,- l r0,  19 y 20).  

F O T O G R A F I A  &a 
CBlulsa Mere-T (dm 72 horas 
in-vitro) t t%l&ae con nu- 
merotsost nucleolos. 



FOTOCRAF I A  19 
~ / l u l a  Uero-J gfgante, con 
enorme nuoleolo andmalo en 
su forma y t f n ~ i d n  ( loox). 

une cdlule nultinucleada, 
otra giganGe y azsrca una 
oQlula en mitosis.  



Le prraencis de e r t a  ana iderab le  proporcidn (10%) do d l u l a s  gigan- 

t a r ,  nult inucleoladaa, ao reg is t rd  an todra la8 observacioner rsal izadas 

en! cu l t ivor  de Uero-3 y Vero-T a l o  largo d r  diferentea paoajra ds l a s  

do8 auklfneea, tank0 on l a  etapa tamprana comm tardfa dm l a  imfocdbn 

Con. e l  f i n  de determinar si  la8 l inear  Vero-J y Vera-T presrntaban pa- 

ra  r~ crecimiento un reqwerimiento nutritive similar a l a r  cd lu lar  Uero 

no infectadas, me astudiaromt laa Gurver de arwltiplicaeibn ca lu lar  en pm- 

rencia do di ferenter  concentracioner de auero, 

Pmrm e l l o ,  se ut i l i zaron c u l t i v ~ s  de c6lular Vero-T en e l  paaaJs 13, 
, 

Uero-J an e l  paraje 20 y ablulaa Vero peaaje 109, l o r  quo fueron incuba- 

doa a 379C en msdio 199 conteniando 10, 15 20% de ruero inactiwado de 

ternera, rerpee,tiuamsnte,Cada 24 horas a pa r t i r  del momento de riembra 

so tr ipainaron do8 b.otelles correspondienter a cad8 aer ie,  y lea d l u l a a  

fueron resuspendidas a n 1 1  m l  de msdio a1 cual se anadid 0 , l  m i  de solu- 

c idn acuora de azul Tripan,Luego de dejar en contacto con e l  colorante 

durante 15 minutoa, la8 cdlulas wiabler fueron sonkadrs an una c.6mara do 

Neubeuer.Loa datoa obtenidoa para la8 t ree  lfneae r e  ven an lee  Fiqurar 

Previamente se  habfan esteblecido laa conditioner bptimaa pare l a  

preaervacibn de satos cul t iuos en cuanto a l a  frecuencia de r m o v a ~ i b n  

do1 nrdio nutr i t iva,Erto a@ determind comparando I ra  eurvar do crrecimban- 

t o  ca lu lar  de doe rer iea de cul t ivos de cdlulas Vera, pare una rioma c o w  



c e n t r a c i d n  dai SU&TO ( fS$) j  art U ~ I  etaso 18 renovd a5 media de mntenirn2en* 

to el 4 Q  y 7 8  dfa daapuga ds La sfembra a fenk raa  qua en el otro nQ aa 

cambid a1 media dwrants m I  t iampo ~ Y B  d ~ t d  B& enstaya ( ~ 3 ~ u r e  ~),tos da- 

taa corseapond ien tea  demusstsan qua pera  le pseaervae idn de estas ouLt%- 

uoa ea un t squ ie i t g  fundamsntal  cambfar e l  media da wan len ie ien to  o m  

d e s t a  Frecuencia,Al no renowtar &as nu t r f ankes  s e  produce Pe aurrke ce* 

llulsr y deetruccibn del  tejido csn unt lapro bs 10 d$a@, 

Coma se oberrua an 10s g r d f i e ~ s  preoentados an f i g u ~ a  9, F igura  10 y 

f i g u r n  11, las ~ B l u l a a  VI~O-J y Vere-T ~ r e ~ a n  a l a  rnbsma v r loc ided  fnds-  

pandiantemante de l a  cancentsaci t in  d e  s u e r o  $el mrd io  de c u l k i u a  a diPe- 

r e n c i a  dm l a s  ~ 4 1 u l ; t l ~  Wsro que en p r e i p e n ~ i s  Us 10% d.a suaro ae mantianen 

pr66ticenante en eatadr, setac&onar%o,  

€ s t @  difersneie en Laa esqusr im len toa  n u t r i t i v o a  de Vera-3, Vero-T y Va- 

so rue etsnudndome s medfds que aumentd e& ndnero de p e s a j e s  ys sspscfal- . 

msnte cuenda la8 c&Lulas a a n t r o l e s  ae s o m e t i ~ r a n  a un rftmo i n tsnaa ds mi- 

k o ~ i e  pax ropiqwss ceda 2 6 3 dfas,Pcs-r e n e i ~ a  d e l  paaceje 140 de la Pfnee 

narmrl tembidn sa abservd en la$ e&fulas Vero unm independencia del creoi- 

mfenta can e l  suero, dentre de 10s rengos prabadaa (f igure 12),~stos pa- 

rmcarfa indicsr qum La presencie do1 virus aceksre un proceaa qua mbs tar- 

ds o c u r r e  en 18 G $ ~ u ~ E &  normal excitade e una c a n s t a n t e  diufs ibn,  

Es be hacer  nokm qum &as cB lu l as  Vera-3 y Vsro-T eo mantuvierun desde 

168 pr imsras  sepiques en 189 a1 10% de suero, d e ~ a r r o l i a n d o  d p t i s a a  mano- 

GaPaa,POr el cantrmr i~,  fa@ cdlulss Vera debiaron ser sdaptades  poco a po- 

co e era diea$nucldn de susza en si media para crsaeg en buenes condicio- 

nas  y adn cuando la Figusa 12 mueetre qus pat recuen to  an hamocitbmetra la 
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FIGMRH 8 

Influencia de l a  renovacidn de  nutrientes aobre el crec,imiento celular. 





Cuovas de crecimiento d m  l a s  cdlu las Uero-3 oasaje 20 @ultivedas em 

presencia de d is t in tea  concentraciones de auero de ternera. 



Curves de crecimiento de l a s  cQ lu l as  Varo-T uaea je  13 cult iuades en. 

presencia de d is t in tas  concentraciones d e  euero de ternera. 
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denaidad ce lu la r  r e s u l t s  s imi la r ,  l a  observacidn microscdpica ind icd que 

en 15,b de suero se  obtienen mejorss monocapas de Usro que con 10%. 

Oebe destecaree que e s t a  l fnea normal de cd lu las  Vero no pudo se r  e- 

daptada a  creeer  con menores concsntraciones d e  suero (de l  orden del  5%) 

como sucede con l a  l fnea que s e  us6 para 18s t i t u l ac i ones  ru t i na r iaa  de 

v i rus  y l a s  empleadas por otsos autores (48) (59) ,  

Estos datos sugieren que de alguna manera l a  presencia de l  v i r u s  fa- 

c i l i t a  e l  crecimiento ce lu la r  adn cuando resu l t e  d i f f c i l  l a  expl icacidn 

de ea te  efecto.  

Carac te r f s t i cas  ci toqendt icas. 

A f i n  de es tab lscer  s i  s e  or ig ina alguna alterac.ibn a ndvel de 10s cro- 

mosomas ce lu la res  como consecuencia de l a  presencia cs6nica de l  genoma 

v i r a l  dentro de l a  cd lu la ,  s e  anal izaron l a s  ca rac te r f s t i cas  ei togendtf-  

cas de l a  subl inea Uero-T comparativamente con l a  l fnea normal Vero. 

En primer tdrmino, ae efectuaron recuentos caomos6micas en 100 cd lu les  

correspondientes a  cada 1fnea.El ranga de aneuploidfa en anbee l fneas  Vsro 

y Uero-T osc i l a  en t re  32 y+ 105, con un pic0 d i fuso de ndmeros modalea en- 

t r e  48-54.Sobre 25 car io t i pos  confeccionados para cada l fnea ca lu le r  ae 

encontrd que l a  d is t r ibuc idn  de cromosomas segdn Ruziesa y , H s u  (65), quie- 

nes 10s c l as i f i can  en metacdntricos, submetac~nt r icos  y subtarminales, 

muestra en ambas l i neas  d i fe ranc ias  de c6 lu la a  c i l u l a  (ebn en aquel laa 

metafases con e l  mismo ndmero de cromosomas) como puede observarae en l a  

Tab le  4 l o  que seRala l a  presencia de u n  gran polimorfismo car io t fp ico ,  



TABLA 4 

Cariotipos ds 10 cBlulea de las l f n e a s  Vero v, Vero-T : di8tr ibtucibnl  

de csomosamas, 

NQ modal 

5 2 

53 

5 1 

51 

52 

44 

43 

37 

37 

3 2 

5 3 

5 4 

54 

53 

48 

48 

40 

39 

39 

39 

r 
Lfnee 

Vero 

Uero-T 

N Q cromosoma~ 

fi Sfl ST 

10 27 15 

17 16 20 

14 39 12 

l8 20 13 

i U 15 19 

12 15 17 

13 17 13 

13 16 8 

8 19 10 

11 14 7 

23 17, 13 

2 4 2 0 10 

14 a e ~2 

13 22 18 

10 2 0 18 

12 2 5 11 

15 14 11 

11 18 10 

9 2 3 7 

12 18 9 
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La a p l i m d b n  de 1.. ' h o n i o a s  de bendeto a~omosdnico G $ C Permit id una 

mejor a a r a e k e r i z a c i b ~  de laa  cd lu las  Vera normales y. wbndcaments infecta- 

das,La granlvar i tabf l idad de oar io t ipaa paesentes tan to  en Uero como en Ve- 

ro-T h izo  muy complejo e l  eatudio tzompermtivo por bandea G,Les Fotograffas 

2 1  y 22 i l u s t r a n  u n ~ c a r i o t i p o  bendeado G de una lsetafase ds cada una da 

Yas lfneas, most~dndose en rsuadro separado 10s marcadorem prssentes en ca- 

F O T O G R A F I A  21 
, Csr io t ipo  por bandeo 

w I G de una c6lula Mere 
D , normal cam sue mar- 

cadores. 



, FUTUGHAF I A  22 
C a r i o t i p o  po r  bandeo  G 
d e  una c d l u l a  Vero-T 
con  sue marcadores .  

Aunqua r a r a  v e z  se e n c u e n t r a n  s imu l tdnearnen te ,  t o d o s  10s cromosomae apa- 

r e c e n  con  mayor o manor f r s c u e n c i a  en  ambas l f n s a s  c e l u l a r e s . T a n t o  l a  l f -  

n e a  Vero como l a  Vero-T p r e s e n t a n  10s mismos cromosomas marcado res  d e t e c -  

t a b l e s  p o r  bandeo G.Estoa mercado res  se.han denotninada M 10'2,", '4, 

1. , DliS y D25.Ln l a  F o t o g r a f f a  23 se mues t ran  a p a r e a d o s  e l  mercador  so-  5 

r r e s p o n d i e n t e  a l a  l f n e a  norma l  y a l a  l f n e a  p e r s i a t e n t e m e n t e  i n f e c t a d a ,  

obse rvQndose  que p r e s e n t a n  i d 6 n t i c o  p a t r d n  d e  bandeo, 



~ O T O G R A F  I A  23 
flsrstedores cromosb- 

1ndc0s par bandeo C 
isn ~ & l u l a 8  Vero y ' ) I  Vera-T. 

Dada l a  mayor c rer idsd ds l a  tdcnica de bandeo C. qua t l l inplif ica l a  ob- 

servacibn de 10s bloques hets ro~romdt icos ,  s e  anal izaron 10s car io t i pos  

dsr V.ero y Vsro-T por ese mdtodo.Se encontr6 en arnbas lineace l a  mayorfa de 

108 marcadores dsaor i tos  por Bianchi ( 6 6 ) ,  a saber : PIl , SPll s m2 r 

SPI3 , ST1 y DZ5.Ademds de Bstoa, aperecan do. nuevos marcador.. que se 

denominaronl SrVl y D'.Estos 8 marcadoree, detectados por bandeo C s e  prm- 
U 

sentan en l a  Fotograffa 24. 



FOTOGHAF I A  24 
Marcadores cromosQmicoa 
por b.endeo C en una 6th 

l u l a  Vero. 

Si l  ea un cromosoma submetac8n t r i c0 ,  de tamafio mayor que  t ~ d o s  10s cro; 
V 

masomas d s l  q r u p o  A &e cQlulas diploidas de mono verde a f r i c a n o  (65) mien- 

trae que 0' es un pequefio cromoaoma s u b t e r m i n a l  muy s e m e j a n t e  en  tamaflo e 

Uz5 p e r 0  aue  no p r e s e n t a  c o n t r i c c i d n  s s o u n d a r i e  marcsda; se h a l l .  present .  

en e l  70'16 de la8 metafasea a n a l i t a d a s  d e l l e r o  y Uero-T.La presencia de ss- 

t o 8  d o s  nuevos marcadores  no d e s c r i t o s  a n t e r i o r m e n t e  p a r s  l a  l f n e a  Vero 

puede a t r i h u f r s e  a  las d f f e r e n t e s  c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o  empleadas p a r a  

mentener  l a s  cd lu las .  



La i d e n t i d a d  de marcadores G y C de fats lfnees Vero y Vsro-T registram 

Une propfedad nue presentan has cultivos ce lu la raa  ps rs i@ten temsn tm in- 

fectadoa eon v i r u s  JunLn (41](51) u okras miembras d e l  grupo Aran~viros 

[36)(3?) 8s su r e a i s t e n c i e  a la sabrainFaccfbn con v i tua  headlago. 

s a b e ~  s Vera-9 pasaje 4 (m : 0 . ~ 4 ) (  Vera-J paaajs 20 ( w  r 0.2, 20 y 0,002) 

y Usso-J pssajs 34 (m s 0.2 y D,WZ),Estoo cultivoa se observeron dieriamen- 

t e  par un lapao d~ 2U d.fas,En ningi?n ~ a s o  registrd l a  aparieidn da &GP 

sn cilules Vera raaultaron posit2vos,Asimiano, la t i t u l a d b n  s lmul t~nsa 

par Parmacidn ds places ds un mdsmo s k ~ c k  d e  wirua SunXn en c8 lu les  Vera4 

y fiere, r ~ a u l t b  an unr sficisncia de piaqueo para la l dnea ctbnfcaruente in- 

fec tsda ( 5 ~ 1 0 ~ ~  (Tab la  6). 

La@ c d l u l a s  Vera-J Quexov tamhiBn tota&mente res is twntes a la acr fdn  del 

v i rus  Tacarlbe, andigdnicamtsnts ss lac ionada con JunJn (Tabla 51, 

E l  mismo t i p a  da raspusaha f r e n l e  a 1a i n ~ e c d b n  con e l  virus p s r s n t a l  

p r o d u j a  l a  s u b l i n ~ a  Veca-T,En los  disk in tos  pasajes an qua es prnbd &u 9813- 

s i b i l i d a d  a 1  virus Tacaribe laa resultsdos obtenidas fueron n a g ~ t i w o a  (Ta- 



bla s ) ,  

-, TABLA 5 * 

Sens ib iL f  ded de Saa ~fneeta  Vera-? v V , e r ~ - T  a &a infeccibin can virv? 

e~68emna. 



Susceptibil idad f r e n t e  a l a  infecefdn con v i r u s  heterdloaos. 

Cc ln  sl a b j ~ t ~  de dmtarmina~ si l a  rssfstencia abservada % l a  re in fez*  

e i d n  can v i r u s  hom63ogo 8.g ex tsnd fa  tswrb.iidn a strars lssfrus nc pastan@- 

~ i e n t e s  BL g r ~ p ~  Brsne, ee titul6 siault8naamsnts una amplie gama d8 v2- 

rue a AUN y ARN, guy0 arigen tae detal3e en Plateriales y kldtadea, an c.4- 

lu leo Vero, Vera-3 y Vera--TI 

U R I  VBZ reak l~adea &as tituLaoianes da tadasr las stocks, se ~ a l a t b  

la af ic iene ia  de plsquea r e l a t i v s  para cade uno ~ a w o  e l  caciante ent rn  

i as  tltvlos a&tsn&doe sn Ss I lnaa Vara-3 o Uem-T y en $a r k n w  U e ~ a  pa- 

ra un nismo virus,taa reaultadoa de es@os axperimenkss ( ~ e b l a  5) mwaatran 

sue l ee  ~ Q l u l a a  per r f s tonkem~n tp  In fackedas aan t&n%@ a rn4@ rwserptibles 

aue lss c6lulee Raraaksa s l o s  v i rus  no ralacfmnadae con Jmdn o T a e a ~ i -  

b.e a 

La s f l c i a n c i a  ds p ~ ~ q u e o  de i ua  u i rus  pal lo y Ssrampibn s~ rimdLar Bn 

ambrira lfneas,Cw, WU y S i n d b i s  hay una pmquefiia rtsducaidn mm los t Z t s r ~ ~ g  

abtsnidae BR la8 lineat3 p e t s i e t ~ n t e m  r e ~ p e ~ t ~  d~ l a  l lnea mamal, mfm- 

t rea qua C C E F ~ O  H;~drpas y V S V  88 nata una msryar sens ibL l i dad  en laa cnldlularr 

praui@menks fnfeatadas con JunXn o Trcar ibs,  

Asimismo ae abservaron di?&rencias en laa o~cactarfstioas de las pie- 

cae orSginadea pbt s A 9 u n ~ e  de sstas v i r u s  an Vsro-J y Vora,El virue de sac- 

r~mpf6n  pradujo en lae c&luhee Uaso-3 doe t ipas #a placaa o unas Zltigas, 

psquefiar y a t ~ a a  ds mayor kanai7at con c s n t r o  l d t i co  y un haln t u ~ h i a  a1- 

rsdedor,En las odlu$as Usfo aalamsnts se obtuvZeron plares l f t feee, pun- 



l u l a s  Vero-J p l a c ~ s  de mayor tarneilo y n i t i d e r  que en: l a s  c b l u l a s  Uet.0, 

E l  n o t o r i o  sumenfo obserwado em 18 ssns ib l i l i dad  de l a 8  l i n e a s  Uera-J y 

Vero-'f f r s n t e  al v i r u s  de e s t o m a t i t i s  v e s i c u l a r  i n d u j o  a estudi ier  ccni ma- 

yor d e t a l l s  l a  propagacidn de estc? v i r u s  en, l a s  cdlulas Vero y Vero-J a 

f i n  d s  e a t a b l s c e r  s i  l a  mayor s u e c s p t i b i l i d a d  se cor reapondfa  con une ma- 

y.oc sf i c i s n c i a  de, mult ip l ic ;a~i tSm~.~;on es9 fin(, ss determineran l a s  t%urvas 

de c rec im ien to  de USU en Usro-S y ~ m f  Vero, t a n t o  de v i r u s  s x t r a c e l u l a s  

como i n t r a c e l u l a r , C u l t i v o s  de  s d l u ~ a s  Vera pasa je  111 y Uero-J pasaje 11 

de 7 2  horas in-vitra ae knfec taron con VSV a una m de D.UU3,Luego dm 2 

horaa de adaorc idn,  se decant6 o l  i n6cu la ,  y  8s lawaran lea monocapas eon 

PR5 para e f im ina r  e l  v i r ua  no adsorbido,Se agregd medio de msntmnimienta 

y ss i ncubaran l a s  c u l t i v o s  a 37QC.A d i s t i n t o s  i n t a r u s l o 9  d@ t iempa e e  

~ o a e c h a r o n  10s sobranadan tes  da 2 b o t a l l a s  i n f e c t a d e s  de cede serie y sw 

conseruaran e -7OQC.Las monocapas c e l u l a r e s  se l aua ron  una uez con PBS, 

se l e s  agregd 1 m 1  cis media y se cangelaron y doscongalaron dos vaaas corn 

e l  f i n  da l i b e r a r  e l  v i r u s  i n t r a c e l u l a r , l o s  sobrenadantes  y l b s  e x t r a e t ~ s  

i n t r a c e l u l a r e s  fueron t i t u l a d o s  en a d l u l a s  Vero por e l  mdtodo de formesidn 

de p laoea ,  l a s  Rue se r s v e l s r o n  a las 72 hores p,i.Cas cu rvas  de creci- 

miento obtenidtss 5s prssen tan  en 1a f i g u r a  13. 

Sa observa quea no hay d l f e r e n c i a s  en cuanto a l a  durec idn del perfodo 

de l a t e n c i a  y e l  momento en qus s e  a lcenzam loci m&xilnos t f t u l a s  en Uero y 

Vera-J.to aue sf clifdsrencia a l a  l f n e a  p l~ r s i s t en temen te  in iPecteda eon Ju- 

n f n  de  l a  l f n ~ e  normal ss l a  can t i dad  d e  w i t u s  producida,  pues hay aproxi- 

mademente wn logar i tmo  mds d e  v i r u s  en e l  extrac-sLular $8 Veco-J s e s p e c t o  

de Vero. 





Se ha osacr i ta s n  linPa~n.ior?rar mixtas can1 d i fe ront fa r~  wfrws que pDaasern 

a n v a l t u r a  La Yormsc96n d* n e z ~ l e s  f s n o t f p f ~ a s  du ran te  e l  prbe@aa de ma- 

durac ibn ,  en l e  mamhrana p l a s a d t i e a  da le  ~ Q l u ~ a  h d a p ~ d , E a t o o  uirionaa, 

l l amados f tpgoudotAgo~w, Porm@do% ppr lofa an t fgenoe  da ~nualkora ds kin 

v i r u s  y el genowa de2 o t r o ,  han sida demostrados para SYS ( u f r u s  simla- 

no 5) y USV ( 6 1 ) ,  pass v i rua  tumora les  avierioa o murfnoa a ARN y VSU 

( f i b ) ,  Herpes simplax y VSV (69) y para ~1 v i r u s  Foul  plague y VSU (201, 

entre atras,EsLe Fendmeno de formac,ibn d@ pseudot ipea padrfe q u i d 8  

e x p l i o ~ r  e l  aumernto an l a  producei&n de vdrua qua a e  logra cuando e l  

USU erscs en une ctflula ciue ssbb ps r@fs tm te rnen t s  f n f ec tada  c a n  QL WE- 

rus ~urs*l;rat,A fin; ds probsr esta  pos i ta i l i dad  aaa h f c i e r o n  tr.rstrmientm& ldgl 

u i r u 8  de aatamak$tis vesiculsp cxecida en c d l u l a e  Vera y s n  c$lulss Ve- 

ro-3 (en d i a t i n t o r  pseajes de l a  lEnaa erbnica)  Gon auara hiper9nmune 

antf-3ungn, llrru&ndssa a cabo l a  rola6cfdn der n e u t r a l ~ x s c f d n  Eoma se 

ds-lscribe an Plateriales y fMtodes,La obeervacibn mfcroscdpfoa 6~ los cull 

tEvea i n f e g t a d o s  en cad@ r ea~c fdn  ss s i qu i d  du ran te  7 dxss r s g i s t r i n d o -  

sm rl p a ~ s e n t e j e  dc n a u t r a l i r a c i b n  d e  l o s  eFec tos  odkopbticas de U5U par 

61 SUBPO anti-2unXn, 

El V 9 V  crecido en c 6 l u l e s  Vera-J ofrece l a  p a r t i t u l a r i d a d  de ser par- 

c ia lmon te  n e u t r e l i z a d o  por inmunoeuero s a p e e f f i c o  an t i - v i rua  Junlms (TIB- 

b-&a &).La f racc iBn  de La pragenia n e v t r a l f t a d a  v a r f a  apar&ntemente am 

Puncidn de las cantidsdos rs1at iva-a de m b o a  uisus p r s s s n t r s  a1 mamenfia 

de la sobreinfscc; i#n con U9vcBsg usmos que a1 aumentar la wwltiplicidad 

de U.SW y ol ndmaro ds paeajss de l a  l f n s a  Vero-J disminuye e l  po rcen ta j e  

de aitus neutrellz%da,fn t o f n c i d e n c i a  con estas absesvacionea, ~duada (71) 



TABLA 6 

~ ~ e u t r a l i t a c i d n  por inmunosuero anti-3unXni d e  l a  proaende der USV 

p r o d u c i d a  e n  c B l u l a s  Vero v Vero-Jb 

h a  d e a c r i t o  para l a  i n f e c c i d n  m i x t e  con otros v i r u s  qua se r e q u i e r e  una 

Vi rus  Suaro T f t u l o  N e u t r a l i z a c i d n  

D I C T S D / ~ ~  % 

U.SU(Uero) Normal 1 . 6 ~ 1 0  
6. 

rn:3x1oe4 

Anti-Jun$mn 1 . 6 ~ 1 0  
6 

VSV(Vero-J 6 )  Normal 2.3xll.I 6 

r n r 3 x l ~ ~ ~  

An ti-Jundni 2 . 3 ~ 1 0  4 

V S U ( V ~ ~ O - J ~ S )  Normal 8 . 7 ~ 1 0  7 

ms5x1.0-~ 

Anti-Jundn f t 3 .7~10  
7 

VSU(Vero-J69) 

m: 1 x 1 ~ ~ ~  

Normal 

An ti-Jundm 

1.5xlU 6 

4 . 2 ~ 1 0  
5 

72 
4 



re lacidn dptima e n t r e  Zas muLtfplfafdadas dB ambos v i r u s  para qua se pro- 

duxca l e  fnrmacihn d e  paaudot ipoe ,  s i e n d o  s iempre  neaasaria uns mayar 

canwntzac96n d a l  virus qua wa a farmar le anualtura da le pastfcula re@- 

peeto d e  aquQl qua c a n a t i t u y s  a1 genaws,En el  sistewa Vara-J-VSV, af au- 

mentar el ndmsro de pasajes de  l a  l f n e a  habrfa una msnor d i a p o n i b f l i d a d  

an alguna fosma ds loa antzgenas dsl v i sua  Junxn, l o  que daterminerfa ma- 

n o r  chance de Pormacidn de  p s e u d o t f p o s , l e  d e t e c c i d n  d a  este t i p a  de v i -  

r i o n e e  de V S V  can aperant ie  a n v o l t u r a ,  paregal  o t o t a l ,  de  v i r u s  Jun$n 

s x p l i c a r j a  el eomento $B suacept ib5l fdad $8 Iw 1 fnea  cadntcarnente infec- 

t ada ,  travgs de le PormaciBn de una n e z e l a  fenokbpica e n t r e  ambas v i -  

r U S e  

Loa axpar fmen t~s  dekacrlta8 que muest ran  l a  eZ ta  s u s t z a p t i b i l l d s d  d s  la8 

lfneas Vero-t y Uero-3 a1 u i r u a  de e s t o m a t i t i s  vasiculer y o t r o a  u i r u s ,  

sumamsnte sensfblsm a l a  accLQn del i n t e r f e r b n ,  pesm&tsn des~r r te r  l a  po- 

s i b f h f d a d  de aue la presancia d e  @st@ a g e n t 8  i n h i h i d o r  en 10s ~obrenadsn -  

tes  de la3 cwltivosl fuora r e a p o n s a b l e  de l a  s e g u l e c i 6 n  dm 1s i n facc idn  

p e r s i a t ~ n t e  csmo o c u r r e  en  ~ t r a e  sistmas uirua-e&%ula ( 72 ) [73 ) ,~~1 f l i smo ,  

ars sabido: qwe l a  Lfnae Yeso es ~ ,ans id .asada  na p r o d u e t a r s  de  i n t e r f e r d n r  a 

o o n s s c u e n c i a  ds la infe~cidn v i r a l  (741, 

1s propofcian da ~ Q l u l e s  preductoraa de v i r u s  en c u l k i v o s  de Vera-3 se 

d s t s r m i n d  plaqueenda una susprsneibn ds las mksnar eobre monocapas de d- 

lules Vero,Eatoa bnssyas ,  e f e c t u a d o ~  en Loa pasajaa 3 y 15 de la l f n r a  

rrdnica, i n d i c a r a h  a u s  sal~ments sntre 0.04-0.1X de laa Ei lu ias  persisten- 



tanent,e in fec tadas estabon efectivamente l iberando a1  medio par t fcu las  i n +  

f ec t i vas  de v i rus  3unfn.E~ deci r ,  se necesi ta  plaquear de 1000 a 4000 cd- 

l u l a s  Vero-J para obtener una placa. 

Lvidenternente es muy bajo 8.1 porcentaje d e  cQlu las  donde s8 cumple e l  

c i c l o  completo de mult ip l icacidn viral.En e s t e  aspecto l a  in fecc idn per- 

s i s t e n t e  no se d i fe renc ia  mayorrnente de l a  infeccidn primaria s n  l a  cus l  

s e  h a  encontrado un 3% de centros in fecc iosos (75), valor m b ~  elevado que 

e l  que  s e  r e g i s t r a  en l a  l fnea Uero-J, pero de todos modoe bastente bajo 

I 
e indicative da una muy pobre e f i c ienc ia  en 18s infecciones con v i rus  

Jundn,tn l a s  in fecc iones pc rs i s ten tcs  con v i r u s  LCfl en cQlu las  BHK, Pfau 

y col. (37) oncuentran va lores muy elevados de centros in fecc iosos a1  

comenzar l a  in fecc idn : 90% a les 2 generaciones p.i.; pero con e l  trans- 

curao d e l  tiempo no pueden detectar  cd lu las  productoras de virus.Por e l  

cont rar io ,  Stanwick y Kirk (38) t i snen,  para e l  mismo sistema BHK-LCm un 

valog csn t ros  in fecc iosos  que oac i l a  en t re  6-12s a l o  la rgo  de tdda l a  

in facc i6n pe rs i s ten t@,  presentando e s t e  dltimo caso meyores s imi l i tudes  

con l a  l f n sa  Uero-2, 

A pesar de qua m4s de l  99.9% de l aa  c6 lu las  Vero-J no eatQn producien- 

do v i r u s  completo en forma ac t iva ,  10s cu l t i vos  resu l tan  totalmente re- 

f r a c t a r i a s  a l a  re in fecc idn con v i rus Junfn, t a l  como s e  deecr ib iera an- 

teriormente,Dado que e s t a  res i s tenc ia  es  espec i f i ca  y no se manif iesta 

contra v i rus  heterdloqos puede descar tarse que se deba a l a  presencia de 

algdn agent8 inh ib idor  a n t i v i r a l  en e l  medio.Por l o  tanto,  es de su~poner 

que , de  a l g u n a  forma, e l  genoma v i r a l  o  par te de 81 persitate en l a  cB- 

luLa s i n  lLeqer a rep l i ca rse  ef ic ientemente y or ig inar  u i r iones comple- 



t o s ,  pero i n t e r f i r i endo  con l a  rep l icac idn da1 v i rus  Jun8fn re in~fectante.  

Ue no ser aa f ,  l a s  cd lu les  que no producen v i r u s  deberfan se r  suscept ib le8 

a da te  y permit i r fan su rep l icac idn con produccidn de efec tos  c i topdt icos ,  

€1 0.1% de l a  poblacldn ce lu la r  que s e  comporta cono csntroa in fec t ivos  

e s  rosponsable de l a  produccidn del  v i rus  que se detecta on e l  sobrenaden- 

t e  de 10s cu l t i vos  a t ravds de 10s d i s t i n t o s  pasejea. 

8.-PRUPIEDAOES DEL VIRUS R E C U P E H A O O  DE LA5 CELULAS PEHSISTENTLMENTE IBFEC- 

En d i fe ren tes  gtapas de l a  infecci6n pers is ton te  s e  probQ l a  l iberac idn 

espont$nea de v i rus  a1  ex t racs lu la r  a  p a r t i r  de 10s cu l t i vos  crbnicamente 

in?ec,tados, para luego comperar las propiedades de l  v i rus  recuperado con 

l a 8  de l a  cspa parental.La c a r a c t e r i ~ a c i d n ~  de l  v i rus  persistenka, s e  hizo 

fundamentalmente con l a  cspa recuperada a p a r t i r  de l a  l fnea Uero-J. 

Preparaaidn de stocks en cu l t i vo  de t e j i d o  de l  v i rus  recuperado do1 

cu l t i vo  pers is ten te ,  

A f i n  de ca rac te r i za r  l a s  propiedadss de l  v i rus recuperado de l a  infec- 

c idn  pers i s ten te  y estab lecer  l a  d i ferencia que pudiera presontar respecto 

d e l  X J C l  parenta l  s e  decidid preparar s tocks d e  ambos en forma para le la  
3 

en cu l t i vas  de cd lu las  Vero, 

Para e l l o ,  primer0 se buscd determinar e l  momento dptimo de cosecha del 

stock de v i rus  persistente.Se inocularon monocapas de ctflulas Vero con so- 

brenadante concentrado de Uero-J pasaje 3,Lueqo de l a  adaoreidn s e  agreqd 

medio de mantenimiento y se tomarsn a l fcuotas  a d i s t i n t o s  $$a8 p.i., para 



ser t i t u l a d a s  par formacidn d e  placas an c d l u l a s  Vero.De a s t e  nodo as esta- 

b l e c i d  w e  10s mayores t f t u l o a  de v i rus i n Q e c c i o s o  se producen entre e l  6Q 

y 8 9  d f a  p . i .  (Tabla 7 )  y se d e c i d i d  preparar una buena c e n t i d a d  de s t o c k  

d e  v i r u s  en c d l u l a s  Uero, r e c o g i e n d o  e l  sobrenadan te  a1 d f a  6 p , i .  y deno- 

mindndolo - UJ-5.En forma similar se prepard un s t o c k  con s o b r e n a d e n t e  proue- - -  - - - -  - -  
- m 

niot iEe ilg -bGr=-ii-J Ta2aZe 22 (uJ-26) y c o n  v i r u s  XJC13 e s t a n d a r .  

TAljLA 7  

! q u l t i p ~ i c a c i d n  e n  c i? lu las Vero d e l  v i r u s  a i s l e d o  d e  Vero-3 pasaje 0 ,  

 fa p . i .  

. 

4 

4 

T f t u l o  

UF ~ / m l  

3 . 5 ~ 1 0  2 

2 . 7 ~ 1 0 ~  

2,SxlO 
5 

2.7~10 5 



v i r u s  i n f e c c i o s o  a  p a r t i r  d e  l a s  c i l u l a s  p e r s i s t e n t e m e n t e  i n f e c t a d a s ,  se 

p r o c e d i d  a l a  t i t y l a c i d n  d e  10s s o b r e n a d a n t e s  d e  c Q 1 u l a s  Vero-J, a med ida  

q u e  Bstas e r a n  r e p i c a d a s ;  es d e c i r ,  e n  e l  momento d e  p a s a r  l a s  c . t+ lu las ,  

cada 3 6 4 d f a s ,  se  to rnaron  a l f c u o t a s  d e l  e x t r a c e l u l a r  a u e  l u e q a  e r a n  ti- 

t u l a d a s  rnedianta l e  t Q c n i c a  de f o r m a c i d n  de placas, d e s c r i t a  e n  Materia- 

les y lb id todos.Los d a t a s  nue  se o b t u v i e r o n  se p r e s e n t a n  e n  La F i q u r e  14.  

Los  r e s u l t a d o s  m o s t r a r o n  q u a  l a s  c d l u l a s  Vero-J s o n  c a p a c e s  de produ -  

c i r  v i r u s  a J n  d e s p u d s  d e  haber s u f r i d o  3 0  p a s a j e s  y m6a d e  100 d x a s  d e  

v i d a  p o s t - i n f e w i b n  i n - v i t r o ,  l o  q u e  p r u e b a  l a  p e r s i s t e n c i a  p r o d u c t i v e  de 

l a  i n f e c c i 6 n . E s t a  l i b e r a c i d n  d e  v i r u s  i n f e c t a n t e  no es  c o n t i n u a  s i n 0  cf- 

c l i c a ,  y a  q u e  m i e n t r a s  e n  a1r)un'os p a s a j e s  n o  se h a  p o d i d o  d e t e c t a r  v i r u s ,  

e n  o t r o s  se e n c u e n t r a  de 1 a 3 l o g  d e l  rnismo.Los r e n d i m i e n t o s  s i e m p r e  

p e r m a n a c i e r a n  p a r  d e b a j o  d e  10s v a l o r e s  a l c a n z a d o s  e n  l a  i n f e c c i d n  pr ima-  

r i a  c i t o c i d i c a  de l a s  c Q l u l a s  Vero c o n  v i r u s  J u n f n  ( F i g u r a  4). 

Lsta c a r a c t s r i s t i c a  p r o d u c t i v a  d e  l a  i n f a c c i d n  p e r s i s t e n t e  d i f e r e n c i a  

n o t o r i a r n e n t e  R a s t e  l f n e a  c e l w l a r  c r d n i c a m e n t e  i n f e c t a d a  con v i r u s  J u n l n  

de o t r a s  sirni lares d e s c r i t a s  e n  l a  b i b l i o g r a f f a  e n  q u e  n o  p u e d e  d e t e c t a r -  

98  v i r u s  e n  s o b r a n a d a n t e  m e d i a n t e  n i n g u n a  t d c n i c a  (41)  o  sdlo p u e d e  ais- 

l a r s e  v r r u s  p o r  i n o c u l a c i d n  i n - v i u o  d e  r a t o n e s  l a c t a n t e s  (42) .TembiQn l a  

l j n e a  Vera-J r e s u l t a  mds e f i c i s n t e  p r o d u c t o r a  d e  v i r u s  i n f e c c i o s o  q u s  10s 

c u L t i v o s  c r d n i c o s  d e s c r i t a s  c o n  u i r u s  P a r a n a  ( 3 9 ) .  LCN! ( 3 6 ) ( 3 7 )  y P i c h i n -  

de (40), miambras todos ds3 g r u p o  A r e n a u f r u s ,  

cs rsc ts r fa t i cas  a l a i l s r e a  en euanta a su capacidad de I f b e s a ~  el ex- 

t r a c e z f u l a r  pat t . f cu las  v f ra l ss  inPe.rzcbasaa, detectablels par t "armsci6n ds 

plecaa,  presentd l a  1ffIet3 Vearo-"t an 10s paaiajas e n  que f u e r o n  k i t u k a d o s  
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los ~abrsnadankes $a las  euit ivoa. 

tn va r i os  s i~ temaa crbnfcam~nte fnfectadoa sl virus qua aa racupeca ds 

la i n ~ a c e f d n  paraistents pressnte vsrfacPmmr en laa o e r a c t e r h t i ~ a a  &a 

lam plecsa qu@ produce an a u l t i v o  de ta j ida ,  raspset6 de la Gepa originek, 

Per lo genera&, se ha ffncmntrade disminvcidn da tameno y a u m a n t ~  de 2% ni -  

t i d a l  de &as pleeas (76)[??),~ss partfculas viralse p r ~ o c n t s s  en loa s w  

bsenadantea ds lae ldnsee Uerxa4 y Vera-T orPginerr~n~ do8 Lipor de pka- 

Gas t una8 peaoefiea (0 .2  de didnetra) l x t l ~ ; ~ ~ ~ )  y atfa8 cia mayor tam@- 

Ro C0,5-1 mm) y m&a turbiaa,En algunas t iku lsckonea sdfo habra un t f  pb de 

placaa (Taa l f t i t a a } ,  para aaCs hscho no guard6 nanguna relaeibn con af 

ndmsro de pasage csLuler,En cons&ouencSa, poedo ~ Q i r m a r e ~  q ~ s ,  na a@ obse% 

v a  ningune trLtsracidst impartante era l a  rno~f'alogfa dr la pkace originads 

par st uirua pers iatenke r a ~ p s a t a  da l a  cap& parental, 

b)Prpriuccf6n de p f s f t ~ a  ~ i t ~ ~ / t i ~ a s  t simult&naammnte pxln la t i t u led .&n  

por placss, as h i s o  sn alqunos pesajea le observecidn mioobacbpica de epa- 

ro con U.2 nl da la muaetsa a an8~1Y;Br y L U B ~ O  d s l  perfado de adsafclbn d? 

2 heres  se agregb madiu l f q u i d o  ds manteFEiimiento,tos cultivaa em incuheran 

8 3 T O C  y sier obksetrvprr~n~ a.3 nricroseopio bp t iea  pot un raprta de 10 dfar, 

Se ancantrd ( ~ e b f a  8 )  uns corfe~pondoncia entre el tftula n b t ~ n i d a  por 

larss s l oa  praducidoa pop sl virus aatandar, cepa XJC13 L sn una primars 

etapa, la WCP sa ~anfFesksbe come facos d e  d T u l e &  necrdticas qua L u e ~ a  

prolifesaben y se dieeminisban par kada &a mnocapa, ocurriands pastarfor- 



m e n t e  un n o t a b l e  d e s p r e n d i m i e n t o  c e l u l a r .  

TABLA 0 

A c r i d n  c i t o p a t o q 6 n i c a  e n  c u l t i v o  d e  t e j i d o  d e l  virus l i b e r a d o  d e  

c d l u l a s  Vero-J, 

* 
Grade d e  ACP o b s e r v a d o  a1 d f a  8 p.i. 

A p e s a r  d e  habersa d e t e c t a d o  v i r u s  a n  10s s o b r e n a d a n t e s  d e  d l u l a s  Ue- 

ro-J y Uero-T t a n t o  por  f o r m a e i 6 n  d e  p l a c a s  como p o r  o b s e r v a c i d n  d e  ALP y 

par i n o c u l a c i d n  i n t r a c e r e b r a l  d e  r a t o n e a  l a c t e n t e s ,  e n  n i n g d n  momento hu- 

b o  ALP e s p o n t d n e a  e n  10s c u l t i v o s  que p r e s e n t a r o n  a a p e c t o  s imi la r  e l  d e  

A 

3C 
G r a d o  de  ACP 

0 

1 

T f t u l o  

UF ~ / m l  

< 5 

1,5Sx10 2 

20 

Pasa je 

c e l u l a r  

2 

3 

5 

2 u 

2 6 

> 

f l u l t f p l i c i d a d  

de i n fecc i6n  

< 2 x 1 0 ~ ~  

2 x 1 ~ - 4  

< Z X L O - ~  

Z ~ ~ U - ~  



l a s  c.blulas normalers,Lsko prabeb len~ente  se dabe a qua 10s b a j a s  niuelaa de 

u i rua  i n F s c t i v o  producidos sn fss l f n s a s  (2 unfdadss l agar~ tmiws ]  ns 9n- 

cuentran an a l  cwlt iva cQlulas s u s o ~ p k i b l s s  pare propaqarse t e l  coma acu- 

rre cuando se r e i n f e e f e n  ias manac_abss ds  Vera-J a Uero-T eon v i r u s  ham&- 

La n a t u f e l s ~ a  ds l a@ sfoetoa ~ i t o p & t i ~ o @  acasion&doa par  a1 v i r u s  ra- 

cuperodo de  re i n f s c c i d n  p a r s i a t s n t e  no sufrid a l t s r a ~ i o n e s  par  pasajss 

ae r i adoe  def mismo e n  ~ Q L u l a s  Vero,En Is TabLe 9 se presenkan Pos r asu l -  

Cedos ab ten idas  durants 5 paaa jes  s u c a ~ i u o s  en ct5kulas Uara d e l  virus or i -  

g i n a l m s n t e  a i s l a d a  a pert i r  d a l  sabrenadante  d~ un c u l t i v a  de cdlulas Ve- 

ra-J pasajs 3, a l  I Q  dxa despu6s de ssmbrgdas,Oicho sobrenadan ts  t en fa  un 

t l t u l o  ds 1 . 5 5 ~ 1 ~ ~  UTP/nf (Figura 14)  y se i noca ld  concsntrado sabre une 

nonocape de c& lu las  Vsro, l o  qus s q u i v s l e  a una m u l t i p l i c i d s d  de 4 x 1 ~ ~ ~  

UFP/C&~ .H~  6 9  d f b  p , i ,  sa aosech6 e l  sobranadante  d e l  c u l t i v o  i n f ac tado3  

una a l l c u o t a  s e  t i t u i d  po r  formacidn ds p l scas ,  can o t r a  se i n f s c t d  un RUD- 

u o  c u l t i v o  d e  Veso [sagundo peea j s )  y el rasLo aa guard6 a -?0Qc.,Asf se 

la experioncia muastra que a travQs de l a s  d i f s r e n t e s  subcuk t i vos  e l  v i m  

r u s  p s r s i s t ~ n t e  r s t u v o  su capac idad do praducir en lo cdlula a l t e r a ~ i o n e s  

c i t o p d t i c a s  t i p i c s s  del v i rus  JunSn o r f q i na l , ~dem$$ ,  permfte cornprohat l o  

c i e n c i a  de is n u ~ t i p l i o a c i d n  v i r a l ,  tsl conto aa hab ie  dsseriko en l a  3.- 

f e cc i dn  p r imar ia  con X 3 C 1  est.~%ndar.AsX ss o b s e r u a  que an e& primer y term 
3 

car paseje d s l  v i rus  p e r s i s t e n t e  par  c 6 l u ~ a s  Vera e multiplicidadas r e l a -  

tivemsnte ba jes (do1 ordsn de 1~'~ U F P / G & X . )  a s  o b t i ~ n s n  rsnd im ien tos  a@- 



yore. quo cusndo se  inoculan 7 x 1 ~ ~ ~  UF ~ / t 6 1 .  ( ae~undo  pasaje). 

TABLA 9 

iJasa.ies aer iados en cQLulas Vero de l  u i rus  reouperado de l a  l fnea 

Vera-3 pasaie 3. 

* +* 
NQ pasaje e n  IYltultiplicidad Dfa de ACP a1 dfa Tf tu lo 

cb1,Vero de i n f  eccibn, coseche de cosecha UF ~ / m l  

U - 4 U 1,6x10 
2 

1 4 x 1 0 ~ ~  6, 1.7~10 
S 

2 7 x 1 0 ~ ~  6 2 2.8~10 
2 

3 6x1~-5 5 a 2 , 2 x 1 ~  3 

4 1 ~ 1 0 ~ ~  2 2 . 9 ~ 1 0 ~  

5 ~ x l n - ~  5 2 1.7~10 
5 

i 

* 
Crado de ACP regis t rado de acuerdo a l a  e s ~ a l a  descr i ta  ante- 
riormente. ** 

T f t u l o  de l  stock correspondiente a1 dfa can que, se c:osechd 
pare cada caso. 



-Evolucibn de la ALP produc ida  por virus recuperado e par t i r  de Vero-J 

pasaje 3. 



c)Inbecciones ~ ro lonaadaa  : e l  u i rus  UJ-3 produjo en l a s  c6 lu las  Vero 

que dieron origen a 18s l fneas  crbnieaa aqui  estudiadss infeccfones pro- 

longadas can l a s  miamas caractar fs t ic rss que 10s u i rus  Junfn y Tacaribe,P 

travBs de l  es tud io  de la evolucidn de l a  ACP producida por VJ-3 inoculado 

e n  Vera a una m : 0.005 a s  observan a ic loa  a l ternados de efec tos  citop6- 

tic09 y rscuperaa.ibn celular.6oma se obeerua en l a  Figura L5, durante un 

1;apso de 25  dfae s e  desarrollerrom~ dos c i c los  de ACP t e l  primere comentd 

a1  d fa  61 p.i., oxteddi8ndoee hesta e l  dfa 10; luego hubo una etnpa de re- 

generacidn de La monocape ce lu la r  has te  e l  d i e  15 p.i. en que comentd e l  

eequndo c i c l o  de ACP, que de l  mismo modo que en l a  infecc.ibn con u i r u s  

XJCl eatandar ( ~ i g u r a  7 )  fue de menor duracidn que e l  primero.8 p a r t i r  
3 

de l  dfa 20 s e  reg i s t r d  una nueva recuperaci6n de l  t e j i d o  ce lu la r  heata e l  

dfe 25 en que se dio por terrninada l a  experiencia, 

De e a t s  modo, se puede conclufr  que e l  v i rus  recuperado de l a  imfeccibn 

pers ia ten te  mentiene l a s  mismaa ea rac te r f s t i eas  de l a  cepa o r i g i na l  en l o  

r ~ f e r e n t e  a s u  aecidn sobre cu l t ivoa de cd lu las  Vero.Asf, produce l a s  a l -  

terac iones c i topato ldqfcas t fp i cas  de l a  infeccidn primeria con v i rus  Jw- 

n f n  o Tacaribe, incluyendo l a  formacidn do placas ba jo  agar,  y es  capaz 

de es tab lecer  infecciones prolongadas en c.111tivos mantenidos en condicio- 

nes  estac ionar ias  que reg is t ran  etapas c fc l i caa  de l isis y recuperacidn 

celular. 

E l  ss tud io  de l oe  vfrue recupartadas a p a r t i r  de io fscc iones p e r e f s t e n -  

tss rsveld an muahos casoa etonuaci&# en f a  ufru lanc ia da Pass rni~rna~ res- 



pecto de l a  caps pa ren ta l  fnlcial,Por ejemplc, en cu l t i vos  de o d l u l a s  He- 

La peraiatentsmante inFecbadaa con v i rus Coxse&ie A-9 ( 7 8 )  y an infas- 

cfonee crdnlcas con Herpse s&nplsx (79) ss h a  demoatsado que a l  v i r u s  a h -  

lado era menos ulfulento para retdn que l a  w p a  or ig inal ,& fkn ds sstsble* 

csr si ss d&ba esa pasibilidsd an e l  siateme Vera-J, ee eetudid Le patoge- 

nicidad pera e l  retdn laotante de l  virus rscuperada en algunos s u b ~ u l t i v o a  

de la Ifnea, 

* 
Pasa j e  Tf tu lo  Marhilidad Mortal idad 

c e l u l a r  UF P / ~ L  '16 % 

5 6,7x10 100 08 2 

14 M e H e  13 13 

2 U <5 4 3  29 

43 N.H. 100 7 8 
* 

Para gas ~xperienciaa que SO muestran sn 2.e Tabla 10 6e inscularan 10- 



t ~ s  de 8 r a tones  de 24-48 horas por v f a  i n , t r acs reb ra l  con 0.02 m l  c/u dr 

sobrenadante concentrado de c s l u l a s  Uero-J de d i f e r e n t e s  pasajes.Se obser- 

vb l a  s in tomato logfa  dese r ro l l ada  por 10s animales durante un perfodo de 

2U dlas.En todos 10s casos se r o g i s t r a  concornitancia e n t r e  e l  t f t u l o  obte- 

n ido  i n - v i t r o  por p lacas y l a  mortal idad para ra tdn  in8-viva : e l  sobrena- 

dante de Vero-3 pasa je  5 que present8 pa r t f cu las  i n f s c t i v a s  de tee tab les  

por placaa,  a 1  s e r  inoculado en ra tdn  produce morbi l idad y ntortal idad de 

10s anirnales, mient ras uue en e l  sobrenadante de Uero-J pasa je  20 no se 

d e t e c t a  v i r u s  por nitrguno de 10s dos mbtodos.En una etapa mQs avanzada ds 

l a  i n fecc ibn  c rdn ica  (pasa je  43, eau iva len te  a  166 d fas  in-u i t ro  p.i.) s e  

mentiene adn l a  presenc ie  de v i r u s  pat6geno para ra tdn l ac tan ta .  

~ e u t r a l i z a c i b n  d e l  v i rus  l iberado.  

La i den t idad  d e l  agente racuperado a  p a r t i r  de l a  l f n e a  Vero-J fue con- 

r i rmada como v i r u s  Junfn por neu t ra l i zec i6n  aspec f f i ca  con inmunosuero an- 

ti-Jwnfn de or igen humano, de una capacidad n e u t r a l i t a n t e  mayor de 4 loga- 

ritmoa.La reacc idn de neut ra l i zac i6n  s e  l l e v d  a cab0 como s e  descr ibe  en 

Mater ia les  y Mdtodos, empleando V3-3.Luego de efectuado e l  t ra temien to  con 

suero  normal y sus ro  inmune, se t i t u l a r o n  l a s  dos s e r i e s  por ACP en tubos 

da cBlu las  Uero.Se h i t o  l a  observacidn micrascdpica durante 12 d fas  h a s t e  

completer l a  t i t u l a c i b n ,  reqistr2fndose neu t ra l i zac idn  t o t a l  de 10s efec- 

t o s  c i t o p d t i c o s  t f p i c o s  de Sunfn en 10s tubos inoculados con UJ-3 pret ra-  

tado  con inmunosuero. 



C r e c i m i e n t o  d e l  v i r u s  V3-3 e n  c e l u l a s  Ve ro  a d i f e r e n t e s  t e m p e r a t u r a s .  

Ln a l g u n o s  sistemas c e l u l a r e s  se h a  d e r n o s t r a d o  q u e  la p e r s i s t e n c . i a  v i -  

r a l  ests r e l a c i o n a d a  c o n  l a  s e l e c e i d n d e  r n u t a n t e s  d e l  v i r u s  p a r e n t a l  s e n s i -  

b l e ~  a l a  t e m p e r a t u r a  ( 2 5 ) . L s t a s  r n u t a n t e s  n o  m u l t i p l i c a n  a a l t a s  t e m p e r a -  

t u r a s  (38-43K,  s e g d n  e l  v i r u s ) ,  p e r o  sf  l o  h a c e n  a t e m p e r a t u r a s  q u e  0s- 

c i l a n  a l r a d e d o r  d e  32QC y s u  e e l e c c i b n  a t r a v 6 s  d e  10s r e p i q u e s  e n  d e t r i -  

m e n t o  d e l  v i r u s  a s t a n d a r ,  p e r m i t a  e l  m a n k e n i m i e n t o  de l a  i n f e c c i d n  e n  

forma l a t e n t e  s i n  n u e  h a y a  d e s t r u c c i d n  c e l u l a r .  

A n t e  l a  p o s i b i l i d a d  d e  q u a  e n  e l  sistema c $ l u l a s  V e r o - v i r u s  J u n f n  ocu- 

r r iese  un fendmano  s imi la r ,  s a  d e c i d i d  e s t u d i a r  e n  p a r t i c u l a r  l a  c a p a c i -  

d a d  d e l  v i r u s  r e c u p e r a d o  d e  la s u b l f n e a  Vero-J d e  m u l t i p l i c a r  a d i f e r e n -  

t es  t e m p e r a t u r e s ,  e n  c o m p a r a c i d n  c o n  X J C l  
3 ' 

T o d a s  l a s  t i t u l a c i o n e s  que se l l e v a r o n  a c a b o  h a s t a  eete momento d e  

m a t e r i a l e s  p r o v e n i e n t e s  d s  Vera-J o Vero-T se e f e c t u a r o n  a 37QC.Asimiemo 

esa es l a  t e m p e r a t u r a  d e  i n c u b a c i d n  h a b i t u a l  p a r a  c r e c i m i e n t o  y m a n t e n i -  

m i e n t o  de 10s ~ ~ L t i u o s  c r d n i c a m e n t e  i n f e c t e d 0 8  y n o r m a l e s . P o r  l o  t a n t o ,  

r e s u l t a b a  s u i d e n t e  q u s  nlo r e p r a s e n t a b a  u n a  t e m p e r a t u r a  r e s t r i c t i v a  p a r a  

e l  c r e c i m i e n t o  d e l  v i r u s  p e r s i s t e n t e . E s t o  ae comprobd  msa F e h a c i e n t e m e n -  

t e  i n f e c t a n d o  c u e t r o  c u l t i ~ o s  de c 6 l u l a s  Ve ro  c o n  v i r u s  VJ-3 e imauban-  

d o ,  l u e g o  d e  l a  a d s o r c i d n  t r a n s c u r r i d s  am 37QC, l a  m f t a d  d a  10s c u l t i w o 8  

a 37QC y, 10s o t r o s  d o s  a u n a  t e m p e r a t u r a  menor ( 3 3 ~ ~ ) .  q u e  es l a  t empera -  

t u r a  u s u a l m e n t e  d p t i m a  p a r a  l a s  r n u t a n t e s  ts c a n o c i d a s  d e  l a  r n a y o ~ f a  de 

10s u i r u s . A l  d fa  6 p . i .  se c o s e c h d  s o b o e n a d a n t e  de ambes ser ies de c u l t i -  

v o e  y, se t i t u l a r o n ,  e n c o n t r d n d o s e  q u e  e l  r e n d i m i e n t o  a p a r t i r  de 10s oul- 



5 t i vos  incubados a 37QC fue de 4,9x10 U F P / ~ ~  mdentrae que 10s incubadas a 

33QC produ Js ron  5 . 4 ~ 1 0 ~  ~ ~ ~ / m l . € s t o s  velores con firmaron que l a  capacidad 

de crecimiento de U3-3 en cu l t i vo  a 33 p 3 7 9 C  e re  prdcticamente s imi la r ,  

Por 10 tento,  s e  proberon mayores temperaturas para poder v i sua l i t a r  

alguna var iacibn, en t re  VJ-3 y, X J C l  .Le temperatura m4s elevada que permi- 3 

t i e s e  mult ip l icacidn de l  v i rus  estandar y un buen mantenirniento de 10s 

cu l t i vos  de cd lu las  Vero r esu l t 6  s e r  39QC, 

Ln una primera ti?xporiencia, s e  cornpard l o  c ine t i ca  de crecimiento de 

UJ-3 y XJCIJ eetandar a 33 y 39QC.llonocapas de ~ 6 l u l a s  Vero crecidae s n  

tubas de ensayo se in fectaron can VJ-3 d XJCl a, una mul t ip l ic idad de i n -  
3 

feccidn de 0,006 y 0.02 respectivamente.Dsspu$s de una hora de adsorci6n a 

37QC, 8s volcd e l  indculo y se lavaron la9  monocapas eon PBS, agregdndose I 

luego 1 m l  dm media dm mantendmiento a cada tubo,La mitad de 10s cu l t i vos  : '1 
s e  incubd a 33% y l a  o t r a  mitad a 39QC,A d i s t i n t os  tiempos p.i. s e  de- 

termind la cant idad de v i r u s  ext race lu la r  en 10s cuLtivos de l a s  diferen- 

t e s  s e r i e s ,  tomando una a l fcuota  de l  8obrenadante.Todas l a s  t i t u lac iones  

s e  efectuaron a 37QC,Las curvas de crecimiento de ambos v i rus  ae presentan 

l a  curvs de crecim2enta def v i r u s  astandar X J C l  a 3JQC fue nuy pareci- 
3 

ds a 1s obtenide a 33W, eunque sl ndxino t i t u l o  e 33% ( 5 x 1 0 ~  DICTSO/~X) 

4 
fua Iewementa mayor que e l  ~o r respond i sn te  a 38QC (3.2~1~ D I C T S O / ~ ~ ) ,  pa- 

ro dicha d i fe renc ie  de ~a&ores  caa dentro del e r ro r  d s l  mtftodo de t i t u l a -  
s l 

cibn.Para YJ-3, e n  primar luger,  l o s  rendinfentoe rerpeoto da XJCIJ aon 

menorss dabido a l a  menor mul t ip l ic ided u.kilirade.Par o t r a  par te,  l a s  cur- 



F IL iURA 16 - w 

Curvas de crecimiento R 33 Y 390C de l  v i rus  Junfn is landar k X l 3  Y del  

v i rus  V3-3 recuperado de 10s cu l t i vos  crdnicamente infects*. 



v a s  d e  c r e c i m i e n t o  d e  UJ-3 a  33 y 39QC s o n  muy d i f e r e n t e s , A  33QC, l a  pra-  

d u c c i d n  de v i r u s  sumen td  g r a d u a l m e n t e  a p a r t i r  d e  la$ 24 h o r a s  po i . ,  a l -  

3 c a n z e n d o  a1 4 Q  dfa un v a l o r  d e  5x10 D I C T S O / ~ ~ . A  39Q12, 10s retafdimirantoa 

s o n  muy bajoe : n o  se d e t e c t a  v i r u s  h a s t e  e l  tercer dfa p,i., mamento en 

q u e  se a l c a n r a  sl mismo v a l o r  que  a 3 3 Q C  ee c o n s i g u e  en  e l  p r i m e r  d fa  po i .  

A 1  dfe 4  hay  una d i s m i n j u ~ i d n  en  e l  r en3d im ien to  d e  v i r u s  a 39QC mayor d e l  

9996 r e s p e c t o  d e  33QC.  

Los  d a t o s  de l a  F i g u r a  16 s u g i r i e r o n  f u e r t e m e n t e  que  e l  v i r u s  recupeoa-  

d o  d e  l a s  c 6 l u l a s  p e r s i a t e n t e m e n t e  f n l f e c t a d a s  e r a  t e r m o s e n s i b l e .  

La p r o d u t c i d n  de v a r i a n t e s  d e  v i r u s  J u n h  t e r m o a e n s i b l e s  e n  s u  capaa:i-  

dad  de r e p l i c a r  s o b r e  c t f l u l e s  c u l t i v a d a s  i n - v i t r o  n.o fue  un e v e n t o  a u e  o- 

c u r r i d  a i s l a d e m e n t e  en  l a  l f n e a  Uero-J.En e f e c t o ,  como se m u e s t r e  e n  l a  

Table 11, e n  d i f e r s n t e s  p a s a j e e  d e  l a  l f n s a  ~ r d n f c a m e n t e  i n f e c t a d a  se 

probd l a  m u l t i p l i c a c i d n  d e l  v i r u s  r e c u p e r a d o  a l a  t s m p e r a t u r a  p e r m i s i v a  y 

no  permis i va . ID lono~apas  d e  c d l u l a s  Uero f u e r o n  i n f e c t a d a s  con  0.4 m l  c/u 

d e  s o b r e n a d a n t e s  d e  l a  s u b l f n e a  Voro-J c o r r e a p o n d i e n t e s  e l o a  p a s a j e s  3, 

15 y 2b, y  v i r u s  J u n f n  e s t a n d a r ,  i n o c u l d n d o s e  c u a t r o  c u l t i v o s  con  c e d e  

m a t e r i a l  a  una m u l t i p l i c i d a d  aprox imada  d e  3 ~ 1 0 - ~ . 0 s s ~ u i e  d e  una  h o r a  ds 

a d s o r c i d n  e 37QC, 10s c u l t i v ~ s  se l a u a r o n ,  8% l e a  a g r e g d  medio d e  mante- 

n i m i e n t o  y se d i v i d i e r o n  en  dos aer ies q u e  se i n c u b a t o n  a 33 y. 39QC res- 

pec t i vamente .A l  4 Q  d f a  p.i. ae c o s e c h s r o n  10s s o b r e n a d a n t e s  q u e  f u e r o n  

t i t u l a d o s  a f i n  de d e t e r m i n a r  e l  r e n d i m i e n t o  de  v i r u s  e n  c a d a  case. 

T a n t o  1s o b a e r v s c i d n  d i r e c t 8  de l a  ACP p r o d u c i d a  po r  c a d a  m u e a t r e  come 

l a  d e t e r m i n a c i d n  d e l  r e n d i m i e n t o  v i r a l  o b t e n d d o  a l a s  96 h o r a s  c o n f i r m 6  



TABLA 1I 

Ef ic ienc ia  d e  r e p l i c a c i d n  a > 3 3 r  3996 de sobrenadan tea  ds s u l t i u o s  

de odlulaa Vero-J cornearado con X J G 1 3 .  

* 
Rend im ien tos  el  4 Q  d fa  p h i , ,  por t i t u l a c f i n  en d l u l a s  Usro. 



l a  termosensibi l idad de l  v i rus  pers is ten te  (Tahla ll).Todos 10s sobrsnadanc 

t e s  de l a  l fnee U~sro-J inoculados produjeron e f sc to  c i topa t i co  detectable 

solamente a 33QC,Asimiamo, l a  e f i c i enc i s  de r e p l i a ~ i 6 n  a 39QC (rendimien- 

t o  a1 4 9  dfa e 39g~/rendi tnisnto a 3 3 ~ C )  resu l td  siempro msnor da loa2, 

mientras que con X.1C13 estandar l a  ra lac idn 39/33 alcanzd s 0.46. 

Estas experiencdas indicaron que l a  selecoi6n de var ian tes  termosensi- 

b lee a consecuencia de l a  infeccibnl pe rs i s ten te  nio ere un evento a1 azar 

y. resu l taba f a c t i b l e  as ignar  a l a  evolucidn de e s t e  t i p o  de mutantes un r o l  

importante en e l  mantenimiento de l a  infeccidn crbnica. 

Inact ivacidn t i rmica. 

Ademda de l a  capacidad del  v i rus  recuperado da l a  infeccidn pere is ten te  

de mul t ip l i car  a  d i g t i n t as  temperatures, s e  es tud id  l a  in.acAivacfbn in-ui- 

t r d  de l  rnismo por efec.to de l  ce lo r  en comparacibn corn1 l a  cepa a a l r a j e  

X J C l  ,De ea te  modo s e  buscd es tab lecer  a i  l a  neplicacibn marcadamente rsdu- 3 

c ida de l  v i rus  pe ra i s ten te  a 39QC estaba relacionada con une menor es tsb i -  

l i dad  tdrmica de l a  par t fcu la  v i r a l ,  provocada por alguna s l te raa idn  de 

l a 8  pcotefnae es t ruc tu ra leo  de l  uir idn.  

Para determiner l a  termoestebi l idad de ambos uirua, s e  prepararon. di lu- 

c iones 1/10 de 10s stoaks de VJ-3 y X3C1 en PB5,Diehas di lucionea oe frae- 
3 

cionaron en1 voldmenes de 1 m 1  en tuhos de hsmbl is is,  10s qus ee calentai- 

ron en bFlo de aqua termoetatizado durante 60 minuto+ a d ivemas tempera- 

tu rae  en t r e  37 y 5UQC.Luego de s n f r i a r l a s  en h ie lo ,  l ee  rauestras se i nem-  

laron para ser t i t u l a d e s  por AGP en tubos de cd lu las  Vero.Los porcentajss 

de  act iv idad in f8cc iosa remanenke on cada muestra luego d e l  t ratamiento 



por c a l o r  so c a l ~ u l a r o n  en func f6n+ de 10s c o c i e n t e s  d e l  t f t u l o  de  eada  

m u s s t r e  y e l  t f t u l o  d e l  c o n t r o l  quo a e  mantuwlo 60 minutas  e n ' h i e l o .  

Los r 8 s u l t a d o a  q u s  oe mueatran sn 19 Figura 17 au id@ncf&n qua U3-3 re- 

s u l t s  m613 l d b i r  a l  ~ a r o n  que la  cepe ac ig iw&  & Y &~XEI ut; l t  iizacfa 

XJC13 am m e n t i w e  i n a l t s r a d a  m i s n t r a s  que VJ-3 p i e r d s  un. 90s ds au 

pacidad LnPecc iosa# a 43  p 46QC se mant iene esta dffereneie enltre urra y, 

otro u i r u a  ya gus UJ--3 r e t i e n e  5.5$ y 3.2% de su i n f e c t i u i d a d  y XJCl3. 

r u a  pueato gUe niantras X J C 1 3  n s n t i s n e  adn 1s d e  su i n l s a t i v i d a d  w i g & -  

na2, e l  v i r u s  p e r s i s t a n t e  ha sfdo kotalm%nte inre2;iuado ma pudiando de- 

de inactlvaoidn tgrmics s 37QC.Di~uc.iones 3/10 ds VJ-3 y XJCJ3 se incuba-  

ran a 37QC en baRo de agua, tomd~doss nuestrae de oada una a dfatin,tos 

i n t e r v a l a s  d s  t ismpo.Cede rnuastra Be t i t u l b  par AGP sn d l u l a e  Vera y 

89 graf fcd para cade wirue e l  percentage de a a t i v i d a d  xeeuperada (calcu- 

l a d o  e n  forms s i m i l a r  tau@ en 18s experiencias de l a  Figusa 17)  en  fun- 

c i d n  d e l  t-iswpo de calentamfento,Cono se mluestra en. l a  Figura lB, l a  in-  

f e c t i u i d a d  de  V.3-3 as inac.kirs ads t 8p idaman te  qus l a  d e  XJCIJ y e  a1 f i -  

n a l  de l a  s x p a r i e n c f e ,  l u e g o  de 4 hores de ca len fam isn to ,  XJC13 mant iene 

edn 15% de l a  i n l e c t i v i d a d  o r i g i n a l  m i s n t r a s  qua VJ-3 sd lo  x o t f e n a  e l  2s 







de au c a p a c i d a d  i n l e c c i o s e ,  

Lo$ d a t o s  d e  lea duet e x p a r i s n c i a s  quo se graffaan an la8 F f g u r a s  17  y 

18 ponen de manifieata l a  mayar i n s a t s b i O f d d d  t b r ~ i w  del werus qars psr* 

s i s t e  en) laa c d l u i a ~ ~  M.ero-J ~ a s p e e t a  de Ira a e p a  p a r e n t a l r E s t a  pa rm i te  mptr 

q l u f r  que  la t e r m o s e n r i b f l i d a d  de la u a r i a n k a  u i r a l  se le rc iona ida  d u s r n t e  l a  

l n f e e c f 6 n  p e s s i s t e n t e  ss deba a la a l t e r a c i d n  ds algu'n mmpansn te  e s t r u c t u -  

ral d e l  v i r i b n .  

I n t e r f e r e n o i a  can La r e ~ 1 i ~ a c i B n  d e l  v i r u s  e a t e n d a r e  

En numeroaea i n P e c c l o n e s  p a r a i s t e n k e s  e a t e b l e ~ i d a s  en  c u S t i v o  de t e j i d o  

c o n  dif 'erentsa u i ~ u s  an ima tes  se h a   ampr rob ado la p r e s e n c i a  de p a r t f c u l a a  

d e f e c t i v a e  f n t @ r f e r e n $ e s  (Uf3, s s i g n d n d a l s s  a &&a mismas uh ru1 preponde- 

r a n t s  en el e a t a b l e c i m i e n t a  3 r s g u l a c i d n  ds l a  i n f ~ c a k b n  cr&m%~a (23) *€1  

aomporlemienka de lea partfculab 01 h a  s i d a  e a t u d i a d o  a fondo can a g u e l l u s  

u i rug  que mejar  fuiaron c a r a c t e r i z a d o s  e n  su s lspec tc  b i o q d m i c o  carno @on 

V§U (flu), S i n d b i s  (81) j+$ P o l i o  f f32), ta p rop iedad e s e n c i a l  d e  e s t o s  virus 

dsfect iwas es s u  ~apac ided  ds i n t e r f s r i r  e a p s o f ~ i c a n t e n t ~  con l a  r e p l i e a -  

c i d n  i m t r a c e L u l a r  de3  v f r u ~  hambloqo no  d e f e . c t & ~ o ~  

Aunaue Pas c a r a c t a r g s t f c a s  do la8 p a r t x i ~ u l e s  OX an e l  g r u g o  Aremavirus 

n a  e s t d n . p e r f e c t a m e n t e  e r ~ t a b ~ l a c i d a s  abn p a r  las d i f i c u l t a d e r  qua se presen-  

t e n  pare sw p u r i f i c e c i b n ,  10s t r a t t a j o s  r e a l i n a d o s  p a r  Pfau y gal. aan 10s 

v i r u s  LCPI {57), P a r a n e  (39) y P i c h i n d e  (40)  perm i ten  canFPrmer su e x i s t e n -  

c i a  a n  10s s a b r e n a d a n t e s  do c d l u l a s  p e r e i s t e n t e m e n h s  i n f s c t a d a a  t a n  dichos 

4irua.A c o n ~ e c u a n c i e  d e  allo se h e  p a s t u l a d a  flue l a  rsgulacidn d e  l a  InPsr- 

c i d n  can 10s Wrenevsirus sa praducs  por la sfitesis d8 p a r t f c u l e s  d e f e c t i -  



v a s  ( 8 3 ) .  

Tarnbidn se h a  d s s c r i t o  l a  p roducc idn  d e  a c t i v i d a d  i n t e r f e r e n t e  corn. 18s 

p r o p i s d a d e s  l f t i c a s  d e l  v i r u s  es th indar  en,  s o b r e n a d a n t e s  d s  una e u b l f n s a  de 

c d l u l a s  Uero cxdn i camen te  i n f a c t a d a s  con  v i r u s  Junifn (42 )  m i e n t r a s  que  e n  

o t r a  s u b l f n e a  s i m i l a r  n o  s e  h a  pod ido  d e t e c t a r  n i nqdn  t i p o  d e  i n t e r f e r e n -  

c ia  con l a  c e p a  p a r e n t a l  (41).€n b a s e  a e s t o s  r e s u l t a d o s  as i n t e n t 6  e s t a -  

b l e c e r  si l a s  p a r t f c u l a s  DI r e p r e s e n t a b a n  algdm f a c t o r  d e t e r m i n a n t e  de l a  

Planacapas de c & l u l a s  Vero n o r m a l e s  c m c i d a s  e n  b o t e l l a s  de 30 w= dta ca- 

p a c i d e d  se i n f e c t a r a n  con  0.2 w l  d e  sob remadan te  a i a l s d o  a par t i r  de 10s 

p e s a j e s  3, 4 y;2U d e  la  l f n e a  Vsrro-J.Luego d e  1 h o r a  ds a d s o r c i d n  a J7QC 

se r s t i r d  e l  i n d c u l o  y ias c 6 l u l a s  se l a u a r o n  d o s  v e c e s  cnn P8S,Desput$s 

d e l  aegundo  l a v a d o ,  t o d b s  108 c u l t i v a s  p r e v i a m e n t e  i n f e c k a d o s  con  eob rsna -  

d a n t e  de Vero-3 f u s s a n  d s s c e r g a d o s  con. 0.2 nl de ui rus  Junfn~, cap% XJC13 

a una m de 1,E.n forma p a r e l e l a  ss i n f a c t a t o n  c u l t i v o s  c o n t r o l e s  na trata- 

d o s  can s o b r e n a d a n t e  de Vsro-3,Deapuds de 3 h o r a  ds a d s o r c i d n  a 37QC, ss 

l a v a r o n  l as  monocapas y se  agregd medio d e  m a n t e n i n f e n t o ,  i n cubdndoee  18s 

b o t e l l a s  a 3 7 P C . A  La8 24 h o t a s  p . i .  se ~ o s e c h d  s o b r e n a d a n t e  d e  t o d a s  l a s  

h o t e l k a s  a f i n i  d e  mad i r  e l  r e n d i m i e n t o  d e  v i r u s  JunSn an cad8 c a s ~  ( T a b l a  

1 2 )  y, s e  o b a s r v d  l a  e v o l u c i d n  de l e  AGP d u r a n t o  1 6  dXes ( F i g u r a  19). 

5s e l i g l d  dar e l  dssaffa om v i rua  o s t a n d a r  una h o r a  despud8  d e l  t r a t o -  

m i e n t o  c o n  81 s o b r e n a d a n t e  d 8  lms ~ u l t i v o a  c r d n i c o s  tomando e n  ouanka 3x1s 

e s t u d f o s  r e e l i z a d o s  c a n  Perana y LCPl (39) en 10s sue ao determind qua la 

a c t i v i d a d  fn ter f 'e rante  8s mds p r o n u n c i a d a  cwando ee da e l  challenge den- 

t r o  de l a e  4 h o x a s  de t r s t a a i e n t o  con  a1 v i r u s  DI, 



E ~ a l u c i d n  dm la ACP en ~ u l t i u  

de  Ia  ldnea Uero-,J v lut3qa des~arqados-con vtlcus X3C1, sstandar, 
J 



TABLA 12 

Daterminacibn d e  a c t i ~ ~ i d a d  interferente en 10s sobrenadantes de l a  

l fnea Vera-J. 

Los resultados d e  estas  experiencias indican claremente que no s e  re- 

Material preinoculado Oesafxo con Hendimiento a l a s  24 hs 

Sobrenadante U3-3 

Sobrenadantte VJ-4 

Sobrenadante VJ-20 

Medio mantenimiento 

I1 

S f  

No 

6.1~10 3 

< 5 
- ---- - 



g i s t r a  e n  10s e o b r e n a d a n t a s  d e  l a  l f n e a  Vera-J ndngdn t i p o  de  a l z t i v i d a d  in -  

t e r f e r s n t a  con e l  v i r u s  s s t a n d a r ,  t s n t o  en  l e  p roducc ibn  d o  ACP mom0 en  sl 

q r a d o  d e  q u l t i p l i t a c i b n  v i r a l .En  e f e c t o ,  sL p e r f i l  d e  ACP qua  p r o d u c s  e l  

u i r u s  J u n f n  en  les c / L u l a s  Vero p r e t r a t a d a a  con  s o b r e n a d a m t e  d e  Varo-J sa 

similar a1 que  se deser r ro l l e !  a n  c Q i u l a a  Uoro s i n '  p r e h r a t a r  ( ~ i g u r a  19),~e- 

t e  c o n p o r t e m i s n t o  d e l  v i r u s  J u n f n  se m a n i f l e s t a  t e n t o  si e l  p r e t r a t a m i e n t o  

s@ r e e l i z a  conl s o b r e r l s d a n l e r  de, Vero-J e n  Aoa que ae d e t e c t a n  UFP w m o  es 

of c o r . r e s p a n d i e n t e  a1 pspraje 3 ( ~ i q u r a  14 )  y q u e  p o r  l o  t a n . t o  s o n  c a p e e a a  

d e  p r o d u c i r  ACP, c o a o  con  a q u o l l o a  p a s a j e s  (4 y 20)  en  10s quo no se puede 

d e t e c t a r  u i r u s  i n f e w i o q o  po r  p l a m s  n i  o r i g i n a n  e f e c t o a  c i t o p b t i c ' b s .  

C1 d n i c o  r e s u l t a d o  l l a m a t i v o  que  se p r e s r n t o  e n  l a  i n f a c o i d n  m i x t a  es 

l a  s u p r e s i d n  d e  10s e f e c t o s  c i t o p d t i c o e  de  VJ-3, que  se m a n d f i e s t ~ n  e n t r e  

10s 10-14 d f a s  p.i.Cuando a 0  de l a  d e ~ e a r g a  con X361 , a a l t a  m, sste v i -  
3 

r u s  ejerco s u  a c t i v i d a d  l f t i ~ a  s o b r e  l a s  c 6 l u l a a  e n  fo rma similar que  en. 

l o 8  c o n t r a l e a  y e n u l s  aptacentemente 10s e F e e t o s  u i t o p 8 t i e a s  d s  V3-3. 

En l a  T a b l a  1 2  se o b s e r v e  guca tempoco hay  n i n g u n a  i n h i b i u i b n '  an1 10s ran-  

d i m i e n t o s  de  v i r u s  e s t a n d a r  po r  e l  p r e t p a t ~ m i e n t o  con  10s tres sob renadsn -  

t e s  p robados ,  r e s p e c t o  dsll c o n t r o l  he@o oan  media  d e  manten,irnic~nto,En t a -  

d a s  l u s  c a s o s  l o @  t f t u l o s  a l a ~  24 h o r a s  d s s p u d s  d e  l a  i m f e ~ c i b n  eon 

XJCl  osc f lan  e n t r s  5.5 y 6 . 9 ~ 1 0 ~  U F P / I ~ ~ ,  cayendo  l a s  r a r i a c i o n s a  d e n t r o  
3 

d s l  e r r o r  deS m$todo.Nuevements se o b s e r v a  l a  f a l t a  d e  a c t i v i d a d  i n t e r f e -  

r e n t e  con l a  r e p a i c a q i d n  d e l  v i r u s  a s t a n t d a r  en  a q u e l l o s  aobrenadan tec )  q u e  

p roducsn  v i r u s  a las 24 horas ( ~ a s a j e  3 t 10 U F P / ~ ~ )  c:oma e n  10s q u e  n o  

p roducen  p a r t l c u l a s  i n f e c t i v a s  ( p a s a j e  4 yl 20). 

Uunque no  ss han  d e t e c t a d o  a t r a u d s  d e  e s t o s  e n s a y o s  p a r t f c u l a s  i n t e r -  



f e r e n t e s ,  no  puede  d e s c a r t a r s e  t o t a l m e n t e  s u  p r e s e n c i a  en  108 c . u l t i v o a  

V.ero-J, ya  que  pueden e n c o n t r a r s e  en mdve les  muy b a j o s  q u e  result em^ i nde -  

t e c t a b l e s  para  l a  s e n s i b i l i d a d  de  l a  t B c n i ~ : a  empleada.Pero d e  t o d o s  mo- 

d o s ,  e s t o s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  q u e  e l  r o l  d e  les p a r t f s u l a s  OI e n  l a  re- 

g u l a c i d n  d e  l a  i n f e c c i d n  p e r s i s t e n t 0  d e  Vero-J es muy poco t r a s c e n d e m t e ,  

e n  c o n t r a p o s i c i d n  a l o  que  ae  ha e n c o n t r e d o  en o t r a s  i n u e s t i g a c i o n e s  con 

A r e n a v i r u s .  

C,-FACTORES A N R I E N T A L E S  PUE AFECTAN LA RELACIORI VIRUS-CELULA, 

La e v o l u c i d n  d e  una i n f e c c i d n  v i r a l  no  depende  dnbicamente de l a  i n t e r -  

a c c i b n  d i r e c t a  d e  l a  p a r t f c u l e  d e  v i r u s  con  s u  c d l u l a  hudaped,  s imo  qua 

e s t d  c o n d i c i o n a d a  po r  un g r a n  ndmero d e  f a a t o r e s  a m b i e n t a l e s  que i n f l u y e n  

s o b r s  e l  s i s t e m a . E s t e  c b n c e p t o  8s v d l i d o  t e n t o  para i n . f e a c i o n e s  e s b a b l e c i -  

d a s  e n  c d l u l a s  c u l t i v a d s s  i n - v i t s o  como en  a n i m a l e s ,  

En, e l  e a s o  p a r t i c u l a r  d e  l a s  c B l u l a s  Vero c r b n i e a m e n t e  i n 4 f e e t a d a s  Ezon 

10s v i r u s  J u n f n  y T a c a r i b a  se e s t u d i b  l a  i n : f l u e n c i a  d e  d i f s r e n t e s  cand i -  

c i o n e s . d e  m a n t e n i m i e n t o  d e  10s c u l t i v o s  ( t e m p e r a t u r a  da, incubac.ibn., f r o -  

c u e n c i a  d e  s u b c u l t i v o s ,  a d i c i d n  d e  c 6 l u l a s  s u s c e p t i b l e s ,  e t c )  s o b c e  laa 

c a r a c t e r f s t i c a s  d e  l a  r e l a c i d n  v i rus-c. t$ lu la e s t a b l e c i d a ,  

E f e c t o  d e  l a  t e m p e r a t u r a  d e  i n c u b a c i b n ,  

Los r e s u l t a d o s  d e s c r i t o s  a n t e r i o r m e n t e  que  d ~ m o s t r a r o n ~  l a  crcalmcsibn d e  

une v a r i e n t e  d e  v i r u s  t e r m o s e n s i b l e  du ran . te  l a  i n ~ f e e c i d n  erbmdca, se f ia la -  

r o n  l a  p o s i b i l i d a d  d e  que  une  v a r i a c i d n  do  l a  t e m p e r a t w r a  d e  i n w b a c i d n  d e  

10s c u l t i u o s  a l t e r e s e  l a s  cartsc.terfsticas d e  10s l i n e a s  p e r s i s t e n t e m e m t e  



infectadaa.En var ios  ejemplos d e a ~ r i t o s  en 1s b ih l iogra f fa  oeurre qua a1 

incubar l aa  ce lu las  crbnicamente in fectadas a l a  temperatura peraisiwa pa- 

r a  l a  mutante, s e  dsrar ro l lan  notorioa e f e ~ t o s  c i topdt icos  habiendo mayor 

produccidn de v i rus  que a 37QC (30)(31),, mientras que a l a  temperatura 

r s s t r i c t i v a  s e  r e g i s t r e  msnor p raduc~ ibn~  de v i r u s ,  l leqando a vec.ss a cu- 

r a r s e  10s au l t i vas  de l a  in4fecrri8nl.En consecuencie, s e  decldid eatudiar  

e l  a fec to  de  l a  temperatura de incubaeibn. de l o s  cu l t i vos  de cBlulas Ve- 

ro-J sabre l a  capacidad productora de wirus de l a  aublfnea. 

Previamente, ae determfwd l a  v iab i l idad y; capaeided de mult ip l icacibn 

de l a8  cd lu las  Vsro-J a temperatures menores de 37QC.Para e l l o ,  s e  hieie- 

ron peralelamente dos curvas de crecimiento cxalular : a 33QC (temperetura 

dptima de l a  var ian te  t a  a is lada a p a r t i r  de l a  l fnea)  )$ a 37QC.A diatim- 

to8 dfas deapuQs de sembradaa s e  t r ips inaron c8 lu las  Usro-J peaaje 20, 

incubadas a 33 6 37QC.Se hizo e l  recuento ce lu la r  en doa ~ u l t i v o s  de cads 

aer ie ,  presentdndose 10s datos obtenidoa en l a  Figura 20* 

Las ~ d l u l a g  Uero-J creeen mds lentamente a 330C, hay unl re t reso  en e l  

tiempo de duplicacidn ce lu le r  p ae requiere ads tismpo para formsrae l a  

monoc.apa.rtorfol6gic.amtante e l  aspecko de 10s ccul t iuos es  preezticamente s i -  

milar a 33 y, 3 7 ~ ~ . ~ e c i Q n  despuds de uar ios dfaa empiexa a habar un mayoc 

agrupamiento en lasr ctf lulas mantentidas e msnor temperaturrr, conl forme- 

cidn de acdmulos d s  cdlu las redondas y oscuras, fen6menw que tambidn pre- 

sentan l a s  c=&lulas Vero nocmalea cuando son mentenidas par mucho tiempo a 

3 3 9 ~ .  

A f i n  d s  ob.servar s l  efec to  de l a  temperatura de ineubacidn sobre l a  

re lac idn  virus-cdluls s e  t r ips inaran y aembraron cdlu las Uero-J 20, pro- 



Curvas de crecimiento d e  Vero-J a 33 y, 37QC, 



cediendose a  incubar las a  3 3 ,  37 d 39QE desde e l  mamento de 1s siembra.Cada 

serie rre repicd semanalmen.te y, ae obseovd a1 mioroscopio 6ptico.Despuds de 

3 parajes rzontinuados a  33QC, no s e  mataron d i fe renc ias  en t re  l a s  cd lu las  

mentenidas a  esa temperature y les incubadas e 37QC J en ningdn ceso hubo 

ACP,Lo mismo puede af l rmarse respecto de l a s  c6lulaa Uaro-J incubadas a 

39QC,Adembs, se t i t u l a ron  por e l  mgtodo de placas a l fcuotas  de 10s sobrena- 

dantes coaechados a l a8  48 horas despuds del  aegundo oepique a cada tempe- 

re tu ra  (Tabla 13). 

TABLA 13 

f f e c t o  de l a  temperature de ineubeuribn sobre l a  l iberac ibn ds v i r u s  

i n fscc ioso a pec t i r  de cBlulas Vero-J. 

preincubacidn a las 48 horas 

H a y  une mayor produccidn espontdnea de v i rus  in fecc ioso a p a r t i r  de 

18s cdlu lae crdnicamente in fectadas cuando Qstas  sen incubadas a tempera- 



t u r a s  m8a b a j a s  (339C).~ 39QC h a y  d i s n i n u c i d n  en l a  p roducc idn  d e  v i r u s  

p e r o  9s o b s e r v e  que  i g u a l m e n t e ,  aunque  en menor p r o p o r c i b n ,  hay l i b e r a -  

c i b n  d s  v i r u s  a p a r t i r  d e  l a s  c d l u l a s  Vero-J.Este c o n p o r t a m i e n t o  d u a l  pra-  

b a b l e m e n t s  se deba  a1 hecho  d e  que j u n t o  con. l a s  p a r t f c u l a s  qua s o n  termo- 

s e n s i b l e s  10s c u l t i v o s  p e r s i s t e n t e r n e n t e  i n f e c t a d o s  p roducen  una c i e r t a  

c a n t i d a d  d e  p a r t f c u l a s  de v i r u s  e s t a n d a r  que  mant ienen  l a s  p r o p f e d e d e s  d s  

l a  cepe o r i g i n a l .  

E f e c t o  d e l  me tabo l i smo  c e l u l a r .  

L a  l i b m r a c i b n  e s p o n t e n a a  d e  v i r u s  a p a r t i r  d e  l a  l i n e s  Ueto-3 depende  

del t i e m p o  t r a n s c u r r i d o  despuds  d e l  r e p i q u e ,  lo que  as comprobd m e d i a n t e  

e l  s i g u i e n t e  e x p e r i m e n t 0  : a 6 l u l a s  Uero-J p a s a j e  3 f u e r o n  t r i p s i n a d a s  y 

s e m b r a d a s  e n  b o t e l l a s  d e  90 cc d e  c a p a c i d a d  con  medio 1 9 9  d e  c r e c i m i e n t o  

c o n t e n f e n d o  10.h d e  s u e r o  d e  t e r n e r a  inac t i v .ado .Los  ~ l l t i v o s  se i n c u b a r o n  

a 37QC. p o r  8 d f a s ,  r e n o u 8 n d o l e s  e l  medio d e  man ten im ien to  e l  t e r c e r  y 

s e x t o  d f a  post.-repique.A 10s d f a a  2, 3, 4,  6 y 8 p o s t a c i o r e s  a 1  r e p i q u r  

se t omaron  a l f c u o t a s  d e l  s o b r a n a d a n t e  de d o s  b o t e l l a s ,  c o n ~ e r v i n d o l a s  a 

-7UQC bas ta  e l  momento de  sw t i t u l a c i d n  p a r  f o rmea idn  d e  p lecas .Sbmul t i -  

neamente ,  l a s  c Q k u l a s  d e  e s o s  d o s  c u l t i v o s  f u a r o n  t r i p s i n a d a a ,  y r e s u s -  

p a n d i d a s  en 1 m l  de medio d e  mantenbmien to  a1 que se a f iad id  una g o t a  d e  

s o l u c i d n  e c u o s a  d e  a z u l  Tr ipan.Luego d e  15 minu tos ,  l a a  c 4 l u l a s  v i a b l e 8  

ss c o n t a r a n  en  una cdmara d e  keubaue r ,  detarrminando de ese manera e l  nd- 

mero t o t a l  d e  c $ l u l a s  por  cu l t i vo .Loa  d a t o s  o b t e n i d o s  ae p r e s e n t e n  en l a  

F i g u r a  21. 

E l  r e n d i m i e n t o  d e  v i r u s  i n f a c c i o s o  aumenta a medida qus aumenta e l  mQ- 

mero d e  c d l u l a s ,  q u e  van  formando una mon,oc.apa c o n f l u e n t e  (72-96 h o r a a ) .  



F I G U H A  21 

Liberac idn de virus a p a r t i r  de e u l t i v o s  Vero-J a d i s t i n t o s  dfas 

d s s p u Q s  de  l a  siambre de c Q ~ u l a s ,  

DlAS POST- SIEMBRA 



E n t r e  l o 8  4-6 d f a s  pos t -s iembra  hay  una f a s e  e a t a c i o n a r i a  en l a  p roducc idn  

d e  v i r u s ,  m i e n t r a s  q u e  l a s  c d l u l a s  se a n c u e n t r a n  en  p l e n a  fase l o g a r f t m i c a  

d e  c rec im ien to .Luego  d e l  6 @  dfa ,  s e  p roduce  nueuamente un aumento en  l a  

p r o d u c c i d n  d e  v i r u s ,  q u e  c o i n c i d e  con  una  r e n o v s c i d n  d e  108 n u t r i a n t e s  a 1  

d f a  6.Sin embargo, en,  e a a  e t a p a  ya  l a s  ~ Q l u l s l s  han comanzado a d e c - l i n a r  

e n  8u  c r e c i m i e n t o . E s t o  i m p l i c e r i a  que no e s  i m g r e s c i n d i b l e  p a r a  l a  produo- 

c i d n  d e  v i r u s  un e s t a d o  m e t a b d l i c a m e n t e  a c . t i u o  de l a  c d l u l a ,  ya que  1% en- 

trada de Q s t a  e n  l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a  no  d i sm inuye  l a  e f i c i e n c i a  p r o d u c t i -  

v 8  d e l  sistema. 

Este fendmsno tamb idn  se s b s s r v b  e n  l a  l f n e a  Vero-T.En e l  p a s a j g  7 de 

d i c h a  l i n e a  se t i t u l a r o n  p a r  f o rmac ibn  d e  p l a c a s  a l f c u o t a e  d e  l o a  sob rena -  

d e n t e a  e l  dfa 18, 39 y 7 9  pos t - r ep ique ,  e f e c t u d n d o s e  s i m u l t 6 n e a m e n t e  e l  rs- 

c u e n t o  d e  cBlulaa.Como se d e s t a t a  en l a  T a b l a  1 4  a1 d f a  7 Q  pos t -s iembra  

n d v e l  de v i r u s  e n  e l  s o b r e n a d e n t e  ea s e n s i b l e m e n t e  mayoc ( 2  l o g a r i t m a o )  

qua  a1 tercar dfa. 

TABLA 14 

P r o d u c c i d n  de v i r u s  a par t is  de  Vera-T7, 

~ i a  pos t - r ep iqua  

. I 



S i  sa compara e l  t f t u l o  qua se  obt iene a1  6Q dfa d e s p d a  de l  repique de 

Uero-3 pasa je 3 ( 1 . 8~10~  U F P / ~ ~ )  con e l  correspondiente a1  te rce r  d f 8  dea- 

puQa de l  repique de Vero-3 4 ( < 5 ) ,  l o  que equivlale a cu l t i vos  con e l  m i s -  

no ndmero de d fas  in-ui t ro pero con un repique mds en e l  dlt imo caso (pasa- 

je 4) mientras qus uero-J 3 s e  mantiene s i n  rep icar ,  nueuamente ss pono en 

evidencia qus en eon.diciones eatac ionar ias  de w l t i u o  hay mayor produccildn 

wn t i nua  de v i r u r  a  pant i r  de l a e  l fneas  peraistentemente infectadee.Eato 

t a m b i b  s e  manifest6 a1  in i ic iar  l a  subl fnea Vero-3 : a1  dfa 18 p.i, cornen- 

z6 a rep ica rse  como ae de ta l l a  en Nateciales y ~ d t o d o s  un ~ u l t i u o  X ~ G U P B -  

rado de l a  infeccidn primaria con, v i rus  Junfn,En e l  segun>do pasaje (24 

dfes po i , )  na s e  detec ta  v i r u s ,  el t e rce r  pasaje (27 dfas po i , )  s e  detec- 

tan doa logaritmos y nuevamsnte a1  cuar to pasaje (30 d ias  p.i,) no hay 

produccidn v i r a l ,  no reniatrdndose en ningbnm subcul t ivo ACP ssqontdnea en 

l a  l f nea  (Figure L~),POP s u  parte,  e l  cu l t i vo  mantenido en candiciones es- 

tac ionar ias  ( s i n  rep ica r )  p r o d u e  a 10s 19 y 26 dfas p,i. 4 unidades lo- 

garf tmicas de v i rus  Jundni y hasta  e l  dfa 30 rnanif iesta e fec tos  ~ ' i t opB t f cos  

o.fcl icos (Figura 7),Es d e c k ,  e l  ou l t i vo  inoculado qua s e  mantiene s i m  re- 

p icar  produce v i rua en n ive les m i s  eleuadoa,qus l a  l fnea ~rdnicsrnente in -  

fec tada que s e  subcul t iva cad8 3 d 4 dlas. 

Todos es tos  resu l tados  aei'ialan que no parece haber una sincrondtacibn 

e n t r e  l a  mult ip l icaoidn v i r a l  y l a  multiplicraci6n ce lu la r  ya que aquBlla 

alcanza mayores n iue les  cuando l a  cd lu la  en t ra  en un estado es t rc ionar io  de 

crecimiento, 

Efecto d e l  aareaado de cd lu las  sensib les,  



E l  cocu l t i vo  de cQ lu las  persistentemente in fectadas con c ~ l u 3 . a ~  suacep- 

tibless a1  v i r u s  que or ig in6  l a  infecozidn pers is ten tee es  unf mdtodo gsnerol- 

mente empleado con Qx i to  para tesca ta r  e l  v iggg  pgsse-ntg an la  i n f e c ~ f d n  

crdnica ( 8 4 ) , ~ 1  aqreggclta de cd lu las  ssns ib les  brinda un hugsped adecuado 

para l a  rep l icec idn de l  v i rus  que se Libera a p a r t i r  d e  l a  pequeKa cant i -  

dad de cd lu las  productoras presentee en e l  cultivo,Eni esos casos, como ae  

ha postulado para l a  infeeeibn crdnica con v i rus  Jundn (42) ,  l a  mayiorfa 

de l a s  cBlules de l  cu l t i vo  aue rodean a  l a  productore aer fan nes is ten tes  

e l a  in~feccibn. y, e l  efecko l l t i c o  de l  v i rus  l iberado bdlo ae observa r i  

s e  8dbcLonsn cd lu las  normales suacept ib les,  

L 1  cocul t fvo de c B l u l ~ s  Vero-J can c.blulas Uero normalas se  r ea l i r b ,  co- 

mo s e  descr ibe en IVateriales y l'ldtodos, sembrando cantfdadge igua les  de am- 

boa t i pos  de cBlulas.Los cocul t ivoa fueron observados d i a s i a ~ e n t e  e l  micros- 

copio 6pCico durante 4 dfas, presentando lee manlocapas ce lu la ree un aspect0 

totalmente normal respecto da 10s contro les de cu l t i vos  simplea.No se re- 

g i s t r d  ninguna a l te rac ibnc  c i topd t i ca  por e l  agregado de lacs c61ulas senei- 

bles,A l a s  24 y, 48 horas de sembradas 10s cocul t ivos s e  determind l a  can- 

t idad de v i rus  presente en e l  sobrenadante y e l  i n t r aee lu l a r ,  en fo rsa  pa- 

r a l e l a  con cu l t i vos  de cd lu las  Vero-J del  mismo pasaje que l a s  empleadas 

para e l  cu l t i vo  mixt0.A pesar de no haberse manifestado nlimgbn e fec to  c i to -  

pdt ico,  l a s  cdlulaa Uero-J cocul t ivadas con ~ Q l u l a s  Vero suscept ib les  exhi- 

bieron una producci6n signif ' icatiuamente aumentada de wirus.Asf s e  obeerwa 

en l a  Table 15 que e l  t f t u l a  de v i rus  a l a s  24 horas en e l  sobrensdante de 

10s cocul t ivos supera en 1 log a1  producido por cd lu las  Uero-J s i n  cacu l t i -  

var ,  d i fe renc ia  qua s e  mantuvo a l a s  48 horas.Por s u  par te,  10s ex t rac tos  

cs l u l e res  de Uero-J reg is t ran  t h u l o s  del  orden de l o 2  U F P / ~ ~  mientras qua 



en 108 cu l t i vos  nixto8 s l a s  24 horas hay 1 . 3 9 ~ 1 ~ ~  UFP/III~ y s l a s  48  horas, 

4 
4.35~10 U F P / ~ ~ ,  es dec i r  un significative aumento d e  2 logaritmos. 

# 
kloras dsepuBe de sembrsdos los culkivaa simpleer de  Vera-J 
y l o s  @ulLi.vas mix tas  Vero-Vera-5, 
N,H, : h!a hecho, 

De ea ts  farma, sn la I inea Vesa*3 se campru@ha qus el agregado de cd- 

l u l a s  ssnsfblea act iva l a  replPeacXdn d e l  v i r u s  libereda s part i r  del ba- 

j a  parcentaje de cdkulas productoras ds partfcuies vlrales que se hebfan 

manif astado anter iarnant~ coma eentros inf'ecciasos (~, l$), f lediante e l  8gre- 

gada de c i l u l e s  Vera sa sumants a2 ndmero de hudspedea suacept ib les a l  v i -  

rus esp~nt&nesmenLe producido an 1a dnf eccfdn pers is tante .  



Duranto l a s  infecciones de cdlu las U,ero con 10s v i rus  Junlfn y Tacari- 

b ae distingusnr do8 fases  marcadamente diferenkws,la e b p a  i n i c i a l  viru- 

l en ta  so  r;zarau.teriza por uma miotable accidnt citopatdgena, abundant@ dea- 

towcjcibrnl w l u l a r  y prodwcai6n de a l t o s  t l t u l o e  de wirue.La apsr ie idn,  

in tensidad r, duracibn, de erst8 fase ea t6  dirsctamente r.elacioneda con l a  

mul t ip l ic idad de infeccidn (Figures 1, 2 p 3 ) . ~ a  apacicidn de l a  ACP ee 

m8s t a rd fa  cuando se usan rnult ipl icidades de infeccidin, menores, demoran- 

do tambidn en. i gua l  medida en establecerae l a  recuperaci6n.Cuando s e  i- 

nocula v i rus  concentrado, el grad0 d s  ACP alcanzado no as  super ior  a 2. 

Este fendmano evidoncia l a  presencia de p a r t f m l a s  i n k e ~ f e r e n l o s  en lo8 

s tocks  de v i r u s  uredos.La concentracibnl del  componente i n t e r f e ren te  pie- 

r f a  menor que l a  de l  v i r u s  estandar y,a que ae b g r a  e l  m&ximo de ACP d i -  

luyendo e l  stock o r i g i na le l a  ex is tencia de pactfculas i n t e r f e ren t re  en 

10s s tocks  de Arenavirus ha s ido  dersostrsrda iw vivo e in, u i t r o  y tambidn 

se las ha relacionado con e l  fendmeno de pers is tencia v i r a l  (83), 

La accidn c i topd t i ca  mds s ign i f i ca t i ve  qure s e  desar ro l l e  en es ta  eta- 

pa v i ru len ta ,  segJn l o  observ,ado por t inc idn  d e  l a s  edlulaa con May 

CrGnwald-Giemsa, as  l a  l is is  cromatfnica y l a  sxtenaa vawol izac i6n del  

citoplasma en e l  que tambidn se obaervan cuerpos basdf i los polimorfos. 

Estas observaciones s s t B n  da acuerdo con l a s  a l te rec iones desc r i tas  enl 

estud ios  citoqufmicos y morfol6gicos de l a  infeccidn primaria de cBlules 

Vero con v i rus  Junfn l levados a cabo anteriormente (85)(86) ,  LI 

$ 
En 10s cu l t i vos  de cBlulaa Vero infectados a u n a  rnult ipl icidad de 0.2 



despuds de l a  primera semana p.i. s e  emcuentra que coexisten, grandes $re- 

a s  de l i s is  con zones donde l a s  cd lu las  presentam' abundantes mito8is.U 

medida qua transcurren 10s dfas, l a  repoblacidn oe lu la r  ee hace m6s sui -  

dente, disminuyendo gradualmente l a  produccidn de v i rus  ex t race lu la r , f s ta  

e s  l a  segunda etapa de l a  imlfecc;t6n que aer carac te r i za  poc l a  accidn mo- 

derada de l  u i rus  sobre l a s  cQlu las ,  estableciQndose una re lac idn nto c i to -  

c fd ica  que l l eva  a  l a  pera iatencia uiral.La es tab i l i dad  de es tos  cu l t i vos  

in fee tados es  bastante precar ia  ya  que a  p a r t i r  de l a  primera recupera- 

cidn de l  t e j i do ,  s e  suceden etapas de apar ic idn de nueves a l te rac iones 

c i topd t i cas  seguidas de perfodos de regeneracidn celular.La obserwacidn 

por e l  t i rmino de 35 dfas de cu l t i vos  im~fectados con 10s v i rus  Junfm y 

Tacaribe permit id r e g i s t r a r  l a  aparic i6n de es tos  c i c l os  de l is is y repo- 

blacidn ce lu la r  ( f igusas  6 y 7) .~  medida que Lranscur~en eatos c ic loa ,  

e l  perfodo cornprendido entra l a  destruccidn ce lu le r  y l a  ropoblacidn ae 

~co r t a . La  ac t iu idad metatz6lica de l  huesped in f luye  en. l e t  aparic i6n de 

es ' ta  forma de indeccibn c f c l i ca  ya que cuando s e  establec ieron subl ineas 

de cBlulas persistentemente in fectadas (Uero-3 y ~ero-T)  que s e  subcul t i -  

uaron cada 3 6 4 dfas y, por l o  tanto,  s e  mantuvieron en un estado meta- 

od l ico  act iuo,  no se observd l i s f s  ce lu la r  en ningbn momento,Simult8nea- 

mente, en 10s cu l t i vos  inoculados que se  mantienen s i n  rep icar  hay cons- 

t an te  l iberac idn d e  v i rus  a1 sobrenadante abn en 18s etapas de regenera- 

4 cidn ce l u l s r ,  detectdndoss t f t u l o s  del  orden de lo3-10 U F P / ~ ~ . E ~  1as 

l f neas  crdnicamente in fec tadas ~ u e  se  repican en forma periddica se re- 

q i s t r an  n ive les sensiblemente menares de producci6n viral .Esto ind icar fa  

que l a  fase  viruler i ta del  v i rus  s e  manif iesta preferentemente cuando 



l a s  cd lu las  s e  hal lan en ss tado e s t a c i ~ n a r i o . ~ ~ o r  e l  conitrario, l a  per- 

s i s t e n c i a  s e  eatabJecer fa en c6 lu las  metahblicamente ac t ivas ,  

E l  estud io  de l a  fase  de pers is tenc ia  de 10s v i rus  ~undrn, y Tacariba 

in -u i t ro  comprende e l  a n i l i s i s  de l a s  propiedades de l a s  ~ d l u l a s  crbni- 

camente in fec tadas en re lac idn a l a s  cQ1ulas normales y l a  carac ter iza-  

cidn de l  v i rus  recuperado de l a  infeccibn: pera is ten te  respecto de l a  

cepe parenta l  que did origen a l a  infeecidn. 

Las a l te rac iones  producidas por l a  presencia crbnica deL v i rus  en e l  

hudsped merecwn espec ia l  consideracibn.~ni general ,  na se observen a l t e -  

rac iones morfoldgicas y/o de requerimientos n u t r i t i v a s  e n  cu l t i vos  per- 

s i s t e n t e s  or ig inadas por d i s t i n t o s  uirus.Sin\ embargo, en l a s  c6 lu las  U.8- 

ro-3 yt Uero-T s e  pudo demostrar una independencia de l  crecimiento con 

l a s  concentraciones de suero usadas , a d i fe renc ia  de l a s  cQlu las  norma- 

l e s  que eran depsndientes ( f i gu ras  9, 10 y l l ) .Estas d i fe renc ias  en e l  

crecimiento en t re  cdlulas i n fec tadas y normales fueron evidsntcaa e n . 1 0 ~  

primeros subcul t ivos,  pero lueqo Zas t r e s  l fneas  fueron* prBcticamente 

ind i s t i ngu ib les  en cuanto a morfologfa y crecimiento a pesar de que 10s 

cu l t i vos  de Uero-J y Vero-1 l iberan a1 medio v i rus  infecttante.Solamente 

s e  not6 a1  microscopio 6ptic.o una mayor velocidad aparente en l a  forms* 

cidn de l a s  monacapas con l a s  c6 lu las  crbnicamente in fectadas,  pcra 8s- 

tes observeclones no pudieron s e r  corroborades por recuento en hemoci- 

t6metr0,En aistemas persistentemente in fectados con Pichinde (40)  se 

descr ibe tamhien un mayor crecimiento aparente a1 microscopio 6p t ico  

respecto de l a  cB1ula normal, junto can u n a  eafda mbs rsp ida de l  pH de l  

medio, pero no se detec ta  alterac.ibn en l a  d iv is idn  rzelular a1 hacer 



recue~tto,Los au to reg  postulan en ese caso que l a  velocided de d iv is idn 

de  10s cu l t i vos  pe rs i s ten tes  podrIa s e r  mayor pero debido a un balance 

f o r t u i t o  en l a  l is is c s l u l a r ,  e l  ny'mero d e  div ia iones rcasu.lta s im i la r  a1 

de 10s cu l t i vos  controles.  

Un hecho l lamat ivo fue l a  apar ic idn en 10s cu l t i vos  de Uero-J y Ve- 

ro-T de un 10% de c6 lu las  g igantes multinucleadas con numeroaos nucleo- 

10s de formas andmalas e  hipertr8f icos.En l a  b ib l i og ra f fa  se h a  reg is t ra -  

@o l a  apar ic idn f recuente de cQlu las  g igantes en l a  infecc.i.6n primaria 

de cQlu las  Uero con v i rus  Junfn o  Tacaribe (85) per0 no s e  h a  desc r i t o  

ninguna a l te ruc idn  morfoldqica durante l a  in fecc idn pe rs i s ten te  in-vitro 

con Aranavirus.El s ign i f i cado de 10s acdmulos de H N A  observados en l a s  

cQlu les  no h a  podido aclararse.Se padrfa especular que Qstas som l a s  cd- 

lu las en l a s  que e l  v i rus  s e  s i n t e t i z a  en forma constants;  s i n  embargo, 

mediante e l  ensayo de placas se detecta solamente 0.1% de centros infec- 

c iosos en l a  poblacidn ca lu la r  y aunaue pueda suponerse que e s t e  dltimo 

ensaya 8s poco sensib ls y rinds valaroa msnares qua l o s  reslas, l a  dife- 

r e n ~ i s  parsce demesiada amplla Goma para aquiparor embas conceptos, 

Una impostants conclueibn estab lec ide  e t ravQs d a  esCa f n v e s t i g a ~ i b n  

hscho seRole nu@ l a  p r e s ~ n c i a  def genama v i r a l  na d e j a  ninguna secuela ct 

defio cramas~mfca de tse tab le  madianta e l  and l i s i s  cStogendtico Llevado a 

La pers is tenc ia  de f os  v i rus Junfn y Taearibo sn los cu l t i vos  se Ea- 

Ple ja  fundamentakmsnte e t ravBs do l a  al tsrsda euseeptibil3,dad qua pre- 



sentan a  l a  infeccidn con e l  v i rus  parental.La in te r fe renc ia  homdloga 

fuo completa, no regis t randose ningdn e fec to  sobre l a  cd lu la  cxbnicamen- 

t e  in fectada por r e i n f ~ c c i d n  con l a  cspa parenta l  u o t ro  v i rus  entig6- 

nicamente relacionado con l a  misrna.Por e l  cont rar io ,  en mingfn caso se 

detec t6  i n te r fe renc ia  heterdloga siendo 10s cu l t i vos  portadores de v i rus  

ten to  o  mBs suscept ib les  a l a  reinfeccidn con una amplia gama de v i r u s  a  

AHH o  ADN (Tabla 5 ) . ~ s t e  hecho descar ta totalmente a1  in te r fe rdn como 

agente moderador qua jugase algdn r o l  en e l  cont ro l  de l a  infecci6n crb- 

nica. 

3unto con l a  seHalada res i s tenc ia  especf f iea  f r e n t e  a l a  re in fecc idn 

con Arenavirus, 10s cu l t i vos  crdnicamente i n f e ~ t a d o s  ee carac ter izan por 

una l iberac idn  c f c l i c a  de v i rus  a1 sobrenadante, altern6ndose pasajes en 

10s nue no s e  puede detec tar  u i r u s  por formacidn de placas con o t ros  en 

10s que se encuentran 1-2 unidades logarf tmicas de virus.8 pesar de es ta  

produccidn de v i r u s  infective que ocurre abn despuds de 10s 100 dfas de 

vida post-in.fecci6n in-vi t ro,  en ningu'n momento s a  reg is t ran  rsn 10s cul- 

t i uos  de Vero-J o  Vero-T e fec tos  c i topdt icos  espontdneos, l o  que marca 

nuevamente l a  notor ia  r es i s t enc i a  de l a  mayorfa de l a a  cd lu las  sue for- 

man e l  cu l t i vo  a  l a  mult ip l icaci6n de l  v i rus  parental.Eeta pronunciada 

in te r fe rene ia  homdloga es una ca rac te r f s t i ca  comfn a  todos l aa  sistemaa 

pe rs i s t en t~men te  in fectados con Arenavirus descr i tos  haats ahora (36) 

(37)(51)(42). 

E l  v i rus  rescatado de l a s  cd lu las  Veso-J y Vero-T fue  ident i f i cado 

camo v i rus  Junfn y lacaritme, respectivarnente, mediante l a  reaccidn de 

s s r o n e u t r e l i z a c i b n . ~  a n d l i s i s  de l a s  propiedades de l  v i rus  rmcuperado 



de l a  infeccidn pe rs i s ten te  evidencid l a  seleccidn de una var ian te  v i r a l  

tsrrnosensible que mantiene l a s  rnismas propiadades de l a  cepa perenta l ,  a 

excepcidn de una mayor i nes tab i l i dad  termice y capacidad disminufda de 

r ep l i ca r  a  temperaturas super io res  de ~ ~ Q c , A s ~ ,  e l  v i r u s  rscuperado de 

l a  infeccidn cr6nica es  capaz de producir en c& lu las  Vera l o s  e fec tos  c i -  

topdt icos ca rac te r l s t i cos  de Junln y Tacaribe, incluyando l a  formacidn 

de placas bajo agar;  tambidn s e  mantiene l a  patogenicidad para ratdn 

l a c t a n t e  y l a  capacidad de or ig inar  en cBlulas Uero in fecc iones perais- 

t en tes  es tac ionar ias  conl c i c loa  de l is is  y repoblacidn ce lu lar .  

La var iacidn en t re  e l  v i rus  pe rs i s ten te  y l a  cepa que d id origen a 

l a  infeccidn erdndca s e  r eg i s t r d  a  n i ve l  de su capacidad de rep l i ca r  i n -  
1 

v i t r o  a temperaturas elevadaa.La e f i c ienc ia  de rnult ipl icacibn de l  v i r u s  

rescatado de Vero-J a  39QC es td  sensiblemente disminufda respecto de 

33QC a d i fe renc ia  del  v i r u s  parenta l  que no presenta a l te ree ibn  aigmif i-  

ca t i va  en s u  rep l icac idn a  39 y 33nc. 

La8 curvas de crecimiento de ambos v i r u s  a 1as dos temperaturas i l u s -  

t r a n  claramente l a  var iacidn reg is t rada en e l  v i r u s  que ha evolucionado 

durante l a  in fecc idn pe rs i s ten te  ( f i gu re  16),Este t i p o  de var iantea ts 

ae encontraron consistentemente en todos 10s paeajes de l a  subl inea Ve- 

ro-3 en aue s e  in ten t6  s u  aislamiento (Tabla l l ) ,  l o  gue seRala aue su 

se lecc idn no es  un evento a1  azar ocurr ido durante e l  proceao i n t e c ~ i o s o  

s i n 0  por e l  can t r a r i o  representar fa  un hecho pecul iar  de l a  infeccidn 

crdnica fntimamente relacionado con l a  evolucidn de l a  misma, 

La termolabi l idad de l a  var iant0 v i r a l  pe rs i s ten te ,  medide a treuds. de 

c ind t icaa de inact ivaci t in tdrmica r ea l i t adas  a d i fe ren tes  temperaturas, 

* 



r e s u l t 6  mucho mayor  q u e  l a  d e l  v i r u s  3 u n f n  e s t a n d a r , D a d o  q u e  la8 v a r i a c i o -  

n e e  e n  l e b i l i d e d  tQrrnica pueden  c o n s i d e r a r s e  como i n d i c a d o r a s  d e  al tera-  

c i o n e s  a n i v e l  d e  p r o t e f n a s  v i r e l e s  e s t r u c t u r e l e a ,  l a  t e r m o s e n s i b i l i d s d  

d e  l a  v a r i a n t e  U3-3 a e  d e b e r f a  f u n d a m e n t a l m s n t e  a l a  alteracidm d e  a l g &  

co rnponen te  p r o t e i c o  e s t r u c t u r a l  d e l  v i r i b n . C o n  e l  v i r u s  d e  Newcastle tam- 

b i d n  o c u r r e  s e l e c c i d n  d e  m u t a n t e s  ts a c o n s e c u s n c i a  de l a  i n f e c c i 6 n  cr6- 

n i c a  e n  d i f e r e n t e s  sistemas c e l u l a r e s ,  h a b i d n d o s e  d e m o s t r a d o  e n  ese c a s o  

q u e  l a  a c t i v i d e d  d e  ARN p o l i r n e r a s a  e s o c i a d a  a1 v i r u s  s e l e c c i o n a d o  e n  10s 

c u l t i v o s  d e  c d l u l a s  L p e r s i s t e n t e m e n t e  i n f e c t a d o s  era mQs l d b i l  a1 c a l o r  

a u e  l a  d e l  NUU p a r e n t a l  (kl7).cn e l  caso p a r t i c u l a r  d e l  v i r u s  J u n f n ,  se h a  

d e t e c t a d o  a c t i v i d a d  d e  p o l i m e r a s a  e n  e l  v i r u s  e s t a n d a r  (88) ,  s i e n d o  ya d e  

p o r  sf a l q o  t e r m o l & b i l  p u e s t o  q u e  s d l m  se pone  d e  m a n i f i e s t o  d i c h a  acti- 

v i d a d  i n - v i t r o  c u a n d o  l a  r e a c c i d n  e n z i m d t i c a  d e  e f e c t d a  a 32% y n o  a 

37QC o mayor t e m p e r a t u r a . P o r  l o  t a n t o ,  n o  p u e d e  r e a l i z a r s e  un e s t u d i o  

c o r n p a r a t i v o  c o n  l a  v a r i a n t e  p e r s i s t e n t e ,  c o n c l u y & n d o s e  d n i c a m e n t e  q u e  e n  

l a  v a r i a n t e  v i r a l  s e l e c c i o n a d a  d u r a n t e  l a  i n f e c c i d n  c r d n i c a  se ha produ-  

c i d o  l o  a l t e r a c i d n  d e  a l g d n  c o m p o n e n t e  e s t r u c t u r a l  d e l  v i r i b n .  

En 10s s o b r e n a d a n t e s  d e  c u l t i v o s  c e l u l a r e s  p e r s i s t e n t e m e n t e  i n f e c t a d o s  

con v i r u s  r e l a c i o n a d o  a 10s v i r u s  J u n f n  y  T a c a r i b e ,  como s o n  LCM (37). 

P a r a n a  (39)  y P i c h i n d e  (40)  se h e  comprobado  l a  p r e s e n c i a  d e  p a r t f c u l a s  

v i r a l e s  d e f e c t i v a s  aue p o s e e n  c a p a c i d a d  d e  i n t e r f e r i r  c o n  l a  r e p l i c a c i d n  

d e l  v i r u s  e s t a n d a r ,  h e b i d n d o s s l e  a s i g n a d o  a l a s  mismas un r o l  p r s p o n d e -  

r a n t e  en l a  r e g u l a c i d n  de  l a  i n f e c c i b n . T a m b i 6 n  se h a  d e t e c t a d o  a c t i v i d a d  

i n t e r f e r e n t e  e n  s o b r e n a d a n t e s  de c u l t i v o s  c r 6 n i c a m e n t e  i n f e c t a d o s  c o n  v i -  

r u s  J u n f n  ( 42 )  m i e n t r a s  q u e  e n  o t r o  sistema s im i la r  o r i g i n a d o  e n  L a s  mie- 



mas c o n d i c i o n e s  n o  pudo p o n e r s e  en e v i d e n c i a  d i c h a  p r o p i e d a d  ( 4 1 ) . ~ u n q u e  

n o  se  c o n o c e n  e n  n i n g d n  c a s o  d e t a l l a d a m e n t e  10s rnecanismos m o l e c u l a r e a  

r e s p o n s a b l e s ,  l a s  p a r t f c u l a s  d e f e c t i v a s  t j e n e n  p o r  l o  g e n e r a l  un c i e r t o  

e f e e t o  i n t e r f e r e n t e  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  d e  l a  p a r t i c u l a  i n f e c c i o s a  hom6- 

l o g e  y ,  p o r  l o  t a n t o ,  r e s u l t a  f s c i l  d e d u c i r  l a  f o r m a  e n  q u e  l as  mismas 

p o d r f a n  r e q u l e r  l a  p r o d u c c i d n  d e  v i r u s  e n  l a s  c d l u l a s ,  e s t a b l e c i e n d o  un 

e n u i l i b r i o  q u e  p e r m i t e  e l  m a n t e n i m i e n t o  d e l  e s t a d o  f l c a r r i e r u , S i n  embargo ,  

e n  l a  i n f e c c i d n  p e r s i s t e n t e  d e  c B l u 1 a s  Ve ro  c o n  v i r u s  J u n f n  a n a l i z a d a  en1 

es te  e s t u d i o  n o  p u d o  d e m o s t r a r s e  l a  p r e s e n c i a  d e  p a r t f c u l a s  i n t s r f e r e n t e a  

p o r  d e t e r m i n a c i d n  d e  l a  c e p a c i d a d  de 10s s o b r e n a d a n t e a  d e  l o 8  c u l t i v a a  de 

i n h i b i r  l a  r e p l i c a c i d n  d e l  v i r u s  e s t a n d a r ,  y a  see m i d i e n d o  10s e f e c t o s  

c i t o p Q t i c o s  q u e . s e  p r o d u c e n  s o b r e  l a  c d l u l a  eomo c o n s e c u e n c i a  de l a  i n ~ f e c -  

c i d n  m d x t a  en r e l a c i d n  a l a  i n f e c c i d n  c o n  v i r u s  e s t a n d a r  X3CL ( F i g u r e  1 9 )  
3 

o  c a m p a r a n d o  10s r e n d i r n i e n t o s  v i r a l e s  e n  ambos c e s o s  ( T a b l a  12) .  

L o s  i n d i c i o s  d e  l a  p r o b a b l e  p r e s e n c i a  de p a r t f c u l a s  i n t e r f e r e n t e s  e n  

10s c u l t i v o s  d e  Vero-J s o n  i n d i r e c t o s  y s e  b a s a n  e n  d o g  o b s e r v a c i o n e s  : 

1 ) l e  i n f e c c i d n  d e  c d l u l a s  Vero  c o n  e l  v i r u s  r e c u p e r a d o  d e  l a  i n f e c c i d n  pe r -  

s i s t e n t e  a menor m p r o d u c e  m a y o r e s  r e n d i m i e n t o s  y e f e c t o s  c i t o p & t i c o s  m& 

i n t e n s o s  a u e  si s e  i n o c u l a n  10s s o h r e n a d a n t e s  c o n c e n t r a d o s ;  e a t o  s e f i a l a  

l a  p r o b a b i l i d a d  d e  q u e  e l  s o b r e n a d a n t e  d e  l a s  c d l u l a s  c r d n i c e m e n t e  i n f e c t a -  

das c o n t e n g a  p a r t f c u l a s  a u t o i n t e r f e r e n t e s ,  como s u c e d e  c o n  l o 8  s t o c k s  de 

v i r u s  e s t a n d a r 8 2 ) l o s  c i c l o s  d e  p r o d u c c i d n  d e  v i r u s  d e t e c k a d o s  e n  10s so- 

b r e n a d a n t e s  d e  Vero-J y Vero-T p o r  l a  t d c n i c a  de p l a c a s  m u s s t r a n  q u e  e n  al-  

g u n o s  p a s a j a s  e l  v i r u s  i n f e c c i o s o  d e s a p a r e c s ,  p a r a  l u e g o  r e a p a r e c e r  e n  can -  

t i d a d e s  q u e  o s c i l a n  d e  1-2 1og.En l a  m a y o r f a  de 10s sistemas v i r u s - = , 4 l u l a  



e e t u d i a d o s ,  e s t e  fendmeno d e  p roducc idn  c lc l i ca  s i a m p r e  e a t 6  a s o c i e d o  a 

le p r e s e n c i a  d e  p o r t f c u l a a  d s f e c t i v a s  i n t e r f e r e n t e s . P o r  l o  g e n e r a l  l a  

d i s m i n u c i d n  en s f n t e s i s  d e  v i r u s  e s t a n d a r  e s t i  p r e c e d i d a  por una a l t a  pro- 

d u c c i d n  d e  p a r t f c u l a s  U 1  (09),A p e s a r  d e  q u e  e s t a s  d o s  c i r c u n s t a n c i a a  po- 

d r f a n  i n d i c a r  l a  p r e s e n c i a  d e  f o rmes  v i r a l e s  n.0 i n f e c t i v a s  en  Los sobre- 

n a d a n t e a  d e  10s c u l t i v o s  p e r s i s t e n t e s  Vero-3, 10s mismos no m a s t r e s o n  in-  

t e r f e r e n c i a  con  l a  r e p l i c a c i d n  d e l  v i r u s  e s t a n d a r ,  t a n t o  e n  Las p a s a j e s  

en oue se d e t e c t 6  v i r u s  por UFP coma en  aqu6 l lo f t  en  q u e  a p a r e n t e m e n t e  no  

h a b f a  l i b e r a c i d n  de  v i r i o n e s  i n f s c c i o s o s . E s t o  s u g i e r e  q u e  e l  r a l  de 148 

p a r t f c u l a s  i n t e r f e r e n t e s  e n  l a  r e g u l a c i d n  d e l  s i s t e m a  Uero-J es poco im- 

p o r t a n t e  a d i f e r e n c i a  d e  l o  q u s  sa h a  p o s t u l e d o  con o t r o s  A r e n a v i r u s ,  pe- 

r o  n o  puade descartarse t o t a l m e n t e  s u  p a r t i c i p a c i d n  e n  l a  misma. 

En 10s e s t u d i o s  r e e l i z a d o s  po r  d i f e r e n t e s  i n v s s t i g a d o r e s  s o b r e  e l  fe- 

ndmeno d e  p s r s i s t ~ n c i a  d e  A r e n a v i r u s  i n - v i t r a  se han e n c o n t r a d o  cons ide -  

r a b l e a  v s s i a c i o n s s  en 3a r e l a c i d n  v i r u s - c d l u l a  a s t a b l e c f d a ,  h a b i e n d o  apa- 

rentemente un gsan ndmero de f a c t o r e s  i m p l i c a d o s  e n  Ze regulacirbn de l a  

Pn~ec .~ i#n . , "Za  se han  menc ionado las conc lus ionesr  e l a t saxadas  p a r  Bfau y calm- 

q u b s n e s  u b i e a n  a l a  part fwla OX coma sl a g e n t a  e n c a r g a d o  de e o t a k l e c s r  

e l  b a l a n c e  entre p r o d u c ~ i & n  de v i r u s  i n f s c c i a s o  y le m u i t i p l i c i o i d n  cplu- 

l e r  aue conduce  a un sistema e a t a b l e  ds p a r s F a k a n c i a  v i ra l .  

Sagrfn J,Hodchin,  Iss p a r t g ~ u l a s  ds fec t i vas  no r @ p l i c a t i u a s ,  fndudabls- 

mante  p r e s e n t a s  sn a l g u n o s  stacks d e  LCR, no  son e l  pr ina ipa l  f e e t o r  re&- 

p o n s a b l e  de la p e s s f s t s n c & a  (9~),En cuAt ivas de d l u l e a  1 p e r s i s t e n t e m e n -  

t e  in fectadas c ~ n  ZCM, H o t c h i n  y c o l ,  r e w e f a n  l a  p r e s s n c i r  de b a j b a  miwe-  

les de una  w a r i a n t e  de LGM ds ~ r s c i m l ~ n t a  l e n t o ,  no f a r m a d a r a  d a  plaazas, 
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t bn  (92) , ta  gran u a r i a b i l i d a d  qenk t i ca  d e l  v i rue LGfl denos t rada  a t r ~ u d s  

da las d i s t i n t a a  subcepas a i a l a d a s  de un misrno s t u h k  e x p l i c e r f a  l a  ewolu- 

c i d n  de ss te  t i p o  de pa r f f cu l as .  

Coma puede abse rva rse  e l  fanbmano d e  p s r s i s t e n c i a  v i r a l  e a  sumamsnte 

comple jo y a 8  ~ n ~ u f ) n t r &  en la b i b l f o q r a f f a  qus para  uwt misma v i r u s  hen ai-  

do p r o p u ~ s t a e  independ isn tsmsnte  d i e a r a n t e a  mecenisno~ a f i n  de e x p l i o a r  

cdma sa ment iene 18 Snfecc ibn crbnica.EsSo euCede tanto d e n t r o  de los A- 

r s n a v i r u s  camo con db fe ran tes  mismbrse de okras f a m i l l a s  d e  vie~s.El en&- 

lisis d e  10s sfstemas Vsro-J y gem-T Lleuada a aabo dugante e s t a s  imvas- 

t i g a o i ~ n g s  brfnda nuevae a p o r t e s  gws o o n t r i b u i r s n  sX sac la ree fm ien to  d e l  

mecanisme qua rsqula este t i pa  da i n f o e d b n  csQnica.Entre sl wirus tsmpo- 

r a r i emen ta  producido par d ichas cu l t fwos  y l a  ~ Q l u l s  h u h p e d  que es pare- 

s i t e d 8  ss e s t a b l e c e  un eatadfa de c o e x i s t s n ~ i a  e ~ u i l i b r a d a  cuye mantsnimien- 

t r~ ptsrsca implicar una cumpleJa r e l e c i d n  entre factaree e s p e c f f i c o s  d e l  vS- 

rue y Pactares especx f i coa  daf hu&sped,C~mo se he vista, a 1  s q u i f i b r i o  w i -  

rus-cQlu la  a@ e l c a n r a , s i n  afsetar notab lsmenta  a l e  cQlula,a p a r t i s  do 3.8 

Freccfdn cslulas sobrauiuimte a La pr iwo in fsce ibn,  misntrsa que l a  poble- 

c i dn  v k r a l  producida an Las etapaa tempranas y t e r d l a s  de &a i n f eca fdn  

c r d n i c e  sstarfe fosmada proponderantementa par v e ~ i a n t s a  te rmo@ensib les  dm 

La cepe o r i g i na l  acompaRadaa de una minima eantidad de v i rue  estandar, na 

s i e n d o  e p a r e n t ~ m a n t e  t r e s c ~ n d e n t e l  l a  l n f l u s n c i a  de la8 p a r t h u l a s  defec- 

t i v a s  i n t e r f a r a n t e s ,  cuya p r e a e n d a  ss e v i d e n t 8  an las s t o d a  de v i tu is  3- 

niln, 

E n  La mayorxa de 10s c a s o s  dande se ha dsmastrado s e l e ~ c i d n  da uar ian-  

tsa ts a canseeusnc i s  dm une i n f s c c i d n  crbnbea ns r a a u l t a  clera cud lea son 



 la^ preeianes s ia lect ives OW produrzen l a  srolucidm. de arste Lipo de uariaPr- 

tss v i r a l e e  nE tampoca ai  l a s  mismas son a u f k c i r n t s s  para mantsner e l  ests- 

do "oarr ler* '  a a i  ee necesar ia  adem$& Lcl. pr rsena ie  be par t f cu las  drafrrctivas 

que ejsr.zan crrt. ~ S a r t o  con t ro l  ds l a  produccfdm d8 uirus.Da t o w s  raodcpc, &e 

s ~ l e c e i d n  de mukentes wi ra fes ts y l a  produccidn c , $ ~ ~ & a e  de p e r t h u l a s  DL 

no t ianen purqud ser mecamismos exl=luyentes,Por ef, cantrasisr ,  aparentarsnente 

l o s  siatemea pers is tantemante fn fsc tados  eatdn regulados por una s e r f s  de 

faetores a t ravds  da cuya i n t e r r e l a c i b n  se con t ro le  e l  praoeso,Eatos Faizto- 

r e a  modulc4dores pysdan scsr lss partrfcules defecrtivaa ini terferemtes, l a s  nru- 

t a n t e s  v f r a l e ~  termorensiblea y , probshlomente, tsmbi8nr l a  ~ d l u l a  hugsped a 

t ravBs da l a  codificacidn ds alguna prokeTna sspecbftem,Por l o  t e n t o ,  on l e -  

v e  cembio en les condicionea d~ ~ u l t i u o  o pasa je  puedi ser s u f l c i e n t u  para 

desndvelar e l  balance haeia e l  onriquscimiento de m u t a n t e ~ ,  s s l e m i 6 n  de 

reva r tan tes  o s f n t e a i s  de pe r t f cu les  dsfechives i n t ~ r f e r e n ~ t e s ,  expl icdndose 

a s f  18 gran v a r i a b t l i d e d  ent 10s resu l tados  que s@ obtienan a1 trabarfar con 

s is tamas qua en apesienc ia  resu i tan  sirnilares per0 cuyo es tud io  a r r o j a  con- 

c l u s i c n e s  df sfmi les,  

Loa resu l tadoa de l a  prssente Envestigecidn nuestrsm un nueuo enfaqua d e l  

es tud io  do l a  pe rs ia t snc ia  in-v i tso do 10s Asenevirue y en p a r t i c u l a r  de 108 

v i r u s  Jun ln  y Taca~ ibe ,Jun to  con, l a  c l a r a  ev idenc ia  de l a  f a l t a  de sfeetras 

se damuestra l a  produccidn a p a r t i r  ds dicha ~ Q ~ u l a  de una va r ien ta  v i r a l  

tsrmoseneible aus ee se lecc ione inmsdiatamente deapuds d s l  estab lec imiento 

d e  l a s  aublfneaa crbnicemente infectadas.Al prevalecer en 10s w l t i v o a  ee- 



t e  t i p o  d e  partfcula v i ra l  de pranunciada inestabi l idad tdrmica y cuya temp 

peratura dptima de replicacidn es  imifhirior a 3 7 P C  ( q u i t b s  asimflable a l a  

partfeula de crecimiento lento,  SG, descr i ta por Hotchin para LcN) se fa- 

c i l i t a r f e  e l  mantenimiento de una imt'erxibn persistenke productive de v i -  

rus que no provoca daRa a l a  cBlu la  infeckada. 
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