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1.-RESUMEN

En este trabajo se estudid en cultivos celulares la cepa ERA de virus
rdbico, para hacer una evaluacién de las estructuras en los estados -
tempranos de la infeccidn. Las incubaciones se 1levaron a cabo usando
una baja multiplicidad del virus rabico y evitando usar subtancias --
que pudieran alterar la morfologia de las células y del virus.

La evaluacidn de Tla estructura se realizd con el microscopio electrs-
nico de transmisidn, el grupo testigo no mostrd ninguna alteracidn a-
diferencia del grupo problema en el que se lograron demostrar las pri
meras fases del ciclo viral y diferentes formas de peretracidn del vi

rus rdbico. Se observé el virus en proceso de degradacidn en vesfcu--
las de pinocitosis.
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La rabia es una enfermedad viral infecciosa, de curso generalmente a-
gudo, que afecta a todos los animales de sangre caliente. Desde el --
punto de vista epizootioldgico 1a rabia puede dividirse: en rabia ur-
bana y rabia silvestre. Esta diviéién es un tanto arbitraria'y estad -
de acuerdo a los vectores. En 1a rabia urbana el principal modo de ~--
transmisidn es debido a mordeduras de perro y en menor grado a morde-
duras de gato. La rabia silvestre involucra un gran nimero de especies
dependiendo de la zona que se trate y f}ecuentemente no es detectada

a menos que ocurran brotes epidémicos, afecta a una gran variedad de-
roedores y carnfvoros en casi todos los pafses del mundo, siendo &s--

tos los responsables de la perpetuaci6n y transmision de la enferme--
dad. {5)

En las colonias de murciélagos se han encontrado que éstos son porta
dores y en menor grado padecen la enfermedad. En América Latina el --
principal transmisor es el murciélagnhemat6fago: Desmondus rotundus y
Desmondus murinos; siendo portadsor asintomdtico de la enfermedad du--
rante periddos hasta de cinco meses durante 1os cuales elimina el vi-
rus por la saliva. Las caracteristicas, comportamiento y hdbitos ali-
menticios colocan al murciélago hemat6fago en una categorfa aparte de
los demds animales silvestres (5}.




La dimension de la particula se estima entre 100 y 150 nanSmetros.En
suspensiones acuosas es facilmente destruido por acidos, dlcalis, fe
nol, formol, cloroformo, bicloruro de mercurio y otros desinfectan--
tes. En capas muy delgadas de tejidos se inactiva r&pidamente por la
luz uitravioleta. Es destrufdo por la pasteurizacién. Se deteriora -
con relativa rapidez en suspensiones., particularmente en las diluf-
das, a la temperatura ambiente. Fragmentos de tejido nervioso en so-
lucidn de glicerol al 50% conservan su virulencia durante meses, Si-
se hallan en refrigeracion. E1 virus en la saliva seca pierde su vi-
rulencia en pocas horas a temperatura ambiente. (5, 6)

Clasificacién del virus.
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Ha sido clasificado recientemente dentro del género de los lyssavirus
(6). Este género junto con el de los vesiculovirus y otros virus, to-
davia no asignados a ningiin género, para los cuales no se aprobS nom-
bre, constituyen 1a familia Rhabdoviridae (6).

Una de las bases para separar la familia Rhabdoviridae en los actua--
les géneros vesiculovirus y lyssavirus, fue que 10os primeros se multi
plican tanto en vertebrados como en artrSpodos a diferencia de los 1y
ssavirus que s6lo se replican en vertebrados.

Independientemente del género a que sea finalmente asignado el virus-
de la rabia; el hecho es que é&sta contindia siendo una enfermedad im--

portante en el mundo desde el pundo de vista econ6mico y de salud pi-
blica.
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Es de forma cilindrica con un extremo redondeado y el otro aplanado, se
compara con la forma de una bala.

Por medio de estudios de microscopia electrdnica utilizando la técnica-
de tincidon negativa se ha observado una superficie cubierta de proyec -
ciones superficiales (Peplémeros) de seis a ocho nandmetros (nm) de lar
go, con el extremo 1ibre redondeado dindole a los pepldmeros la aparien

cia de una perilla, la distancia entre pepl6mero y pepldomero es de 4 a
5 nm (8).

Cuando el virus es tratado con detergentes i6nicos se desdobla en una -
cinta ondulada de ribonucleoproteina de 4.2 nm. de longitud total, con
2 X 6.5 nm. de ancho y alto y una periodicidad de 7.5 nm. (4)

La ribonucleoproteina no es infecciosa, esta cinta se enrolla formando
de 15 a 20 espiras en el cuerpo del virién y 4 espiras de-crecientes en
el extremo redondeado. Un virion completo mide 75 a 80 nm. de didmetro-
incluyendo los pepldomeros por 170 a 180 nm. de largo. (6).

El yirus rdbico estd constituido por cuatro proteinas mavores y una me-
nor.

La proteina de peso molecular mas alto del virién es una glicoproteina

(GLP) de 80 000 daltons de peso molecular y en cantidad aproximada de -
1783 unidades por virion. La segunda proteina de envolitura (EP-2) con -
un peso molecular de 40 000 daltons y en una cantidad de 789 unidades -

por viridon. La tercera proteina de envoltura (EP-3) con un peso molecu-

lar de 25 000 daltons y en una cantidad de 1661 unidades por virién.
La nucleoproteina menor (NCP M) de 55 000 daltons de peso molecular y -
en cantidad de 76 unidades por virién. (6)
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Aparentemente el proceso de enroilar la nucleoc8pside ocurre simultéinea-
mente con la gemacidn viral.

1.- La extruccién del peplSmero sélo ocurre en la parte de la membrana-
que estd dando Tugar a la gemacién de un virus.

2.- La gemaci6n del virus estd 1igada estrechamente por una parte de la
presencia de peplémeros y por otra a la de la nucleocdpside.

3.- La espiralizacién o enrollamiento de la nucleocdpside estd sincroni
zada con el proceso de gemaci6n. El {inico proceso celular de sincro
nizaci6n y complejidad comparables es el de 1a mitosis y 1a hace u-
na célula completa no un virus (11).
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El ciclo de multiplicacidén de 1os virus ARN en general estd consti-
tufdo por once diferentes pasos que fluyen uno en el otro y en oca-
siones se mezclan entre si, ejemplificados en el esquema A y B,

L.~
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El primer paso de cualquier virus es la absorcidn o adherencia
a una célula susceptible. (fig. 1).

E1 segundo paso es la penetracidn que tambidn tiene variacio--
nes segiln el tipo de virus. Puede ser penetracidn por captacion
celular en vesicula picnocitScica, penetraci6n o por viropexis,
es decir la unidn de la envoltura viral a 1a célula y. el subse-

cuente vaciado de la nucleocdpside al citoplasma celular (fig.
2). '

I1I.-Una vez dentro de la célula, ocurre la denudacion o 1iberac16n

del dcido nucleico funcional.

Una vez liberado el &cido d= el virus. Existen varias termino-
logfas dependiendo si el ARN viral es al mismo tiempo ARN men-
sajero o si requiere de la sintesis de un ARN antes de ser tra
ducible a proteina. Se 1lama cadena positiva a 1a que contiene
el virién y cadena negativa a la que sintetiza la célula infec
tada. Si el ARN es viral y es al mismo tiempo mensajero, se --
1lama mensaje que es opuesto al ARN antimensaje que no tiene -
sentido para la célula. Si el ARN positivo es mensaje de la de
nudacioén, se forman los polirribosomas e inicia la sintesis de-
protetnas tempranas. Si el ARN positivo es antimensaje,después
de 1a denudacidn sigue la sintesis de ARN complementario mensa
Jje para poder proceder a la sfntesis de proteinas tempranas; -

en este caso, 1os virus simpre 1levan su propia enzima, ARN re-
plicaza, integrada al virién,ya que este acido nucleico se re-
plica en ausencia de sintesis de protefnas.







Sokol estudié la composicidn quimica del virus rdbico, 1legd a la
conclusidon de que el viridén desintegrado contenfa doble actividad
antigena, que el viridon completo. (4, 6)

Las glicoproteinas purificadas carecen de actividad hemoaglutinan
te pero ejercen una fuerte actividad inhibidora de 1a hemoagluti=-
nacibn; esta actividad es también ejercida por los viriones par--
cialmente destruidos. Esta observacion la explica de varias mane-
ras una de las cuales serfa que la ruptura de los viriones provo-
ca la liberacidn de sitios antigénicos y unidades inhibidoras de
la hemoaglutinacion previamente ocultos. (7)

Schenider encotré que desintegrando los viriones rabicos con sa-
ponina aumentaba cuatro veces la actividad hemoaglutinante. Se -
pueden obtener unidades completas que retengan dos valencias que
sigan causando hemoaglutinaci6n y no inhibicién de 1a hemoagluti
nacidn como las gYicoprotefnas purificadas, para obtener estas u
nidades se requiere de una técnica especial (5).

E1 viri6n puede presentar varias alteraciones que pueden ser en
cuantro a su longitud, cuando miden 125 nm. de largo se 1laman-
partfculas truncadas (T), si miden 150 nm. de largo se denominan
partficulas (B) en forma de bala, otra alteracifn que puede pre-
sentar el virién es en cuanto al didmetro (4) .
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E1 virus rdbico puede ocasionar un efecto citopatico en cultivos celulares

esto acontece en casos excepcionales, generalmente 1a infeccién es bien to
lerada. (14).

La principal evidencia de la multiplicacién viral es la formacién de corpds
culos de inclusidn intracitoplasmiticos. En el sistema nervioso central re-
ciben el nombre de corpisculosde Negri. Estas mismas estructuras en otras --
células infectadas reciben el nombre de matrices virales, los corpisculos -
de Negri carecen de membrana delimitante, est&n compuestos por largas filas
de nucleocépsides que son las precursoras de los viriones (5).

Durante mucho tiempo, la relacidn entre matriz viral y la virogénesis perma
necid obscura. De acuerdo con algunas observaciones hechas por Iwasaki (9) el
proceso de espiralizaci6n de la nucleocdpside y el proceso de gemacién vi--
ral son simultdneos, el virus modifica primero la membrana celular y despues
inicia su gemacion probablemente ambos estdn sincronizados, el grado de mo-
dificacibn de 1a membrana ceiular, termina en la base del virus naciente.

La gemacion viral no ocurre con preferencia en ninguna membrana celular pue
de utilizar cualguiera de las membranas de la célula empezando con la membra
na del reticulo endopldsmico 1iso y rugoso, en algunas ocasiones 1lega a -
ucar la capa externa de la membrana nuclear.




Esquema

Esquema

A.- Eventos tempranos del ciclo del virus ribico en cultivos
celulares.

I.- Absorcién o adherencia del virus rdbico a una célula.

I1.- Penetracién del virus rébico en vesfculas de picnoci-
tosis.

III.-Denudacién del virus.

B.- Eventos tard{bs del ciclo del virus rébico en culti--
vos celulares. i

111 al VIII.- Se denomina fase de eclipse en estos estados
del ciclo del virus rdbico no se logran observar estructu-

ras virales bien delimitadas, la Gnica evidencia es 1la pre
sencia de matrices virales (V).

IX.- Virus madurando en matriz viral.

X.- Virus madurando en membrana citoplasmitica.
XI.- Liberacibn virai.




en el citoplasma como dnico medio de liberarse en el caso de los
virus envueltos que maduran en la membrana plasmaitica; general-
mente, la citolisis no ocurre o por lo menos es muy lenta, dando
lugar 2 la maxima liberacidn de viriones maduros que es el Gltimo

paso del ciclo del virus (Fig. 5).

XI.-Liberacién viral. El periodo de latencia de los virus abarca desde
el paso I hasta el paso XI, en tanto que el periodo o fase del eclip-
se, es un término microscépico en el gque el virus no es observa-

ble y este abarca desde el paso III 21 VIII que es cuando se empie-

zan a reconocer los viriones (Fig. 5).
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Figura 1, -

Figura 2. -
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Electromicrografia de dos células 13-CL infectada con virus
rébicb cepa ERA, Se observan virus (V) en el medio in-
tracitoplasmadtico en aproximacién a la célula se demues-

tran ribosomas (R), asi como algunos polirribosomas.

(amp. X 64, 000)

Electromicrografia de una célula 13 CL infectada con virus
rdbico cepa ERA. Se observa un virus (V) penetrando a
una cé€lula se puede observar la incipiente formacidn de

una vesicula de pinocitosis. (amp. X 64, 000).




V.- El siguiente paso es la sintesis de proteinas tempranas por el ARN
progenitor o el ARN complementario del progenitor, estas proteinas

tempranas sirven para establecer la infeccidén en la célula (Fig. 3).

VI. - La sintesis de ARN de progenie, ocurre por medio de la formacién
de una molécula de ARN, a este lo recorren simultineamente varias
moléculas de polimeraza y sobre una sola molécula de dcido nuclei-
co (Positiva o Negativa) se sintetizan simultdneamente varias molé-
culas complementarias en diversos grados de maduracién; el siguien-

te paso se inicia cuando se han acumulado varios ARN wvirales,

VII.- Por definicién, las proteinas tardias son las que se sintetizan en
el ARN de progenie y en este caso ocurre una sintesis masiva de
proteina también llamadas proteinas precursoras; €stas generalmente
van a formar el virién, por lo que se requiercn en gran cantidad,
la mayoria de las cdpsides virales estdn formadas por unidades

repetitivas.

VIIL. ~-Ensamble de lac nucleoccdpsides, es el proceso de agregado de las

cdpsides junto con el dcido nucleico.

IX.-La maduracidn viral consiste en una gemacién a través de la mem-
brana ceclular cn el caso dec los virus envueltnos v ¢n la simple concre-~

cién de las nucleocdpsides en el caso de los virus decsnudos (Fig., 4).

XK. - La cilolisgis veurre caoi exclusivamente ¢a los virus que naduran

]
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Figura 3, -

Figura 4. -
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Electromicrografia de una célula 13-CL infectada con
virus rdbico cepa ERA. Se observa una parte del cito-
plasma en que se encuentra una matriz viral (mv) circun-
dada en su porcidén izquierda por reticulo endopldsmico
rugoso (rer). La matriz viral es la primera estructura

que se reconoce durante el eclipse viral. (amp. X 64, 000):

Electromicrografia de una célula 13-CL infectada con
virus rdabico cepa ERA, Se observa una matriz viral (mv)
de grandes dimensiones y otras mids pequefias (flechas) se
demuestra gran cantidad de particulas virales (pv) madu-
rando a asociadas a la matriz viral circundando a esta
encontramos reticulo endopldsmico rugoso asi como una

vacuola de Tergestidn lisosomal (vt), las mitocondrias (M)

presentan forma redondeada. (amp. X 35, 000)
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Figura 5. -
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Electromicrografia de dos células 13-Cl. infectadas con
virus rdbico cepa ERA. En esta fotografia se observan
dos particulas virales (pv) madurando en la membrana

citoplasmdtica, se demuestra la formacién de una vesi-

cula de pinocitosis con la consecuente liberacién del

virus de progenie, se inicia una nueva infeccién,

(amp. X 121, 800)
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Replicacién del virus rdbico'en cultivos celulares

En la mayoria de los sistemas celulares, la adherencia y penetracidn
del virus rdbico puede aumentarse con la adicién de poliones como son
la Dietilamino Dextran (DEAE dextran) y el sulfato de prolamina. Para
que una cepa de virus rdbico se adapte al cultivo celular se necesitan

hacer repetidos pases (5, 7).

Kaplan citado por (6) utilizando la cepa HEP adaptada a células Nil 2
encontré un perfodo de latencia de 16 horas en altas multiplicidades,

observé virus madurando en la membrana celular a las 6 horas post-

infeccién,

Mondragén y Herndndez, citado por (6) utilizando la cepa V-319 y cé-
lulas 13-S clona derivada de las células BHK~21 encontraron un perio-
do de latencia de 22 horas utilizando bajas multiplicidades en el orden

de 0.1UFP por célula,

La multiplicidad de infeccidn tiene influencia sobre las células valores
superiores a 10 UFP por célula empieza la produccién de interferdn,
ademds se encuentran particulas incompletas en exceso, asi como fases
aberrantes del ciclo del virus rdbico (4, 7). El interferdn en el medio

de cultivo tiene un marcado cfecto sobre la produccidn final del virus.
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3.- PLANTEAMIENTO

DEL

PROBLEMA r

El objetivo es establecer un modelo experimental en cultivos celulares
para evaluar los eventos morfolégicos tempranos de la penetracién del

virus rdbico a bajas multiplicidades,

Para ello se utilizé una cepa de virus ribico adaptada a cultivos celu-
lares (cepa ERA), usando el microscopio electrdnico se pudo hacer el

estudio de la infeccién temprana.

Otros estudios han demostrado la multiplicacion del virus rdbico con
altas dosis (4, 9, 11). También han sido usadas substancias facilita-
doras de la penetracién del virus a la célula como lo es la Dietilamino
dextran (1, 4, 7). Las alteraciones inducidas por las substancias faci-
litadoras de la penetracidn viral y de la alta multiplicidad utilizadas no
permiten interpretar adecuadamente el ciclo viral. Como parte de esas

alteracioncs, la maduracidn viral intracitoplasmdtica y la destruccidn

cclular observada por Herndndez Baumgarten han sido consideradas como

ciclos aberrantes (7, 9).

En este trabajo se excluye ¢l uso de cualquier substancia que altere el
patrén de multiplicidad del virus rdbico, adem&s de utilizar bajas dosis

de virus ribico, zc¢ usard la linea celular BHK-21 a la cual esti ade-~

cundamentc adaptado el virus,




4.- MATERIAL Y METODOS

Se utilizd la clona celular 13-CL, que proviene de la linea celular de

rifién de hamster recién nacido (BIiK-21) (10).

Para obtener el monoestrato se cultivaron células hasta un 100% de con-
fluencia, posteriormente se usd tripsina para obtener 200 000 células

por ml, Para el estudio de la interaccidén del virus en estadios tem-

pranos de infeccidén en una caja de Petri de pldstico de 3.5 centimetros

de didmetro se colocaron 3 ml. de medio de cultivo con células, se les
permitié crecer hkastza un 90%. Al medio de cultivo BHK se le agregé "
10% de suero fetal bovino, 10% de TPB y 20 000 unidades de penicilina

por ml. combinada con estreptomicina 200 miligramos por ml.

Infeccidn celular

Se formaron dos lotes de cajas de cultivos celulares. Cada lote estuvo
formado por dos cajas, uno sirvié como testigo y el otro se infecté con

virus rédbico. A los dos lotes se le realzé el mismo procedimiento de

fijacién in situ,

Las dos cajas de cultivos cclulares problema sc lec retird el medio de
cultivo y se infectaron con virus rdbico cecpa ERA con una dilucién dec
1 unidad formadora de placa por célula. Se permitié que el virus se

asentard durante una hora sobrc la superficie de las células (7).

El virus que quedd como scbrenadante en ¢l medio de cultivo fuc climi-

nado,
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Se agregdé medio de cultivo de mantenimiento y se dejé durante una hora

para permitir la penetracidén del virus.

Microscopia

electrénica (2)

Las células fueron fijadas in situ con glutaraldehido al 3% en amortigua-

dor de cacodilatos 0.1 M pH 7.4 durante media hora,

Después de la fijacidn, fueron lavadas con amortiguador de cacodilatos y

posteriormente fueron postfijados con tetréxido de Osmio al 1%. El objeto

de la postfijacién es el de que los tejidos tengan una preservacién mds

adecuada. A

clusién (2).

Inclusidn (2)

continuacién se enlistan los pasos del procedimiento de in-

Se lavé con agua destilada, tres cambios

Pretincién con solucién acuosa de acetato de uranilo,
Se lavé con agua destilada, dos cambios
Deshidratacidn a temperatura ambiente con etanol:

30 min.

al 35% durante 10 min,

al 50% durante 10 min,

al 75% durante 10 min.

al 90% durante 10 min,

90 de (HPMA) hidroxipropil metacrilato, tres cambios
de 5 min, c/u.

95% de HPMA 15 min.

97% de HPMA 15 min.

2 partes de HPMA/ una parte de Epon 812 durante 15 min.
1 parte de HPMA/ una parte de Epon 812 durante 15 min.
1 parte de HPMA/ dos partes de Epon 812 durante 15 min.
Epon 812, tres cambios de 10 minutos cada uno
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Polimerizar a 60 grados centrigrados durante 24 horas (2).

Se cortd el monoestrato en el ultramicrotomo Porter Blum MT-1
Una vez obtenidos los corte finos fueron montados en rejillas
de cobre y se contrastaron con metales pesado§ fueron evalua-
das al microscopio electrdnico Philips EM-300 (12,13).

Se estudiaron 50 células infectadas en las cuales se cuantificaron
el nimero de partfculas virales sobre la superficie citoplasmitica

y el nimero de partfculas virales incorporadas en vesfculas de pi-
nocitosis.

De todo este material se obtuvieron fotografias representativas.
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5.-RESULTADOS
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Células 13-CL sin infectar con virus rabico

A 1a observacién en el microscopio electrénico se encontré que las célu-
las adoptan forma fusiforme, en el citoplasma se encuentran numerosos --

grupos de polirribosomas ubicados muy cerca unos de otros. Los ribosomas
se ven en ocasiones interrumpidos en su organizacidén por la presencia de
vesfculas, mitocondrias o de cisternas de retfculo endopldsmico rugoso.
Estos organelos son de localizacidn periférica hacia donde los polirriba
somas son compactos. El nilicleo es ovoide, la cromatina -nuclear estd dis-
puesta en granos uniformemente distribuidos, 1a eucromatina se asocia a-
1a membrana nuclear formando dreas de mayor densidad. Uno o dos nucleo--
los pueden demostrarse dependiendo del nivel del corte. En las dreas me-
nos densas,los ribosomas estd&n mds separados formdndose espacios claros-
que frecuentemente son ocupados por microfilamentos y microtibulos. Las
mitocondrias adoptan formas alargadas, tienen matriz densa y presentan -
finas crestas transversales. Ocasionalmente se demuestran vesfculas de -
degradaci6n, con figuras de mielina (fig. 6). Grupos de filamentos se ob
servan en direcci6n longitudinal al eje celular, que adoptan forma fusi-
forme, cuando se trata de grupos aislados se observan en cualquier direc
cién (Fig. 7). La presencia de partfculas radiales de tipo viral, se de-
demuestran frecuentemente dentro de vesiculas del reticulo endoplasmico-
liso (fig. 8). Las particulas radiales, estdn formadas por un halo denso y
central,de donde emergen pequefios filamentos que terminan en una doble -
membrana de forma esférica (fig. 9).




El aparato de Golgi es de localizacidén supranuclear, De las cisternas
emergen numerosas vesiculas con doble membrana, son pequefias y se
distribuyen por todo el citoplasma celular. En ocasiones las vesiculas
alcanzan mayor didmetro englobando vesiculas de menor tamafio o bien
material finamente fibrilar que sugiere la desintegracién de membranas
(Fig. 10). En la membrana citoplasmadtica se originan vesiculas de tipo
pinocitésico de caracteristicas muy semejantes a las antes descritas y
que frecuentemente se les encuentra reunidas en grupos vaciando su con-
tenido en otra vesicula de mayor tamaifio. Tanto en el aparato de Golgi
como en la membrana citoplasmdtica, se originan también vesiculas cu-
biertas, Estas son de mayor tamafio y tienen como caracteristica la

adhesién de pequefios filamentos densos en la membrana externa de la

vesicula (Fig. 9).

De acuerdo con la cantidad de ribosoimas, de filamentos, de vesiculas y
de microtibulos, las cflulas adquieren contrastes en su densidad a los

electrones que van de lo claro a lo oscuro.

Células 13-CL infectadas con virus ribico.
Para poder establecer una evaluacidn cuantitativa de las estructuras que
intervienen en la replicacién del virus rdbico se estudiaron cincuenta

células previamente infectadas con virus r4bico en una dilucién de la

unidad formadora de placa por célula,

La penetracién de los virus a la célula se realiza en el citoplasma me-

diante mecanismos de fagocitosis. En nuestro experimento fue comin




observar los virus penetrando en la membrana citoplasmidtica por la

porcién redondeada del virus, esta penetracién se realizé en vacuolas

de picnocitosis,

El virus también puede penetrar lateralmente o por su porcidén aplanada
siendo este dltimo muy poco comdin; siempre se observd modificaciones
de la estructura y de la membrana citoplasmatica. Las modificaciones
de la membrana citoplasmdtica consisten en una mayor electrodensidad
y una evidente estructura bilaminar, asi mismo se encontraron finos

filamentos en los sitios de interaccién de la membrana celular y las par-

ticulas virales (Fig. 11).

En nuestro trabajo también fue comidn observar vesiculas que en su inte-

rior tenian particulas virales en proceso de degradacidén (Figs. 12, 13),

También observamos fagosomas y vesiculas con contenido denso y amorfo

(Fig. 14).

El nimero de estructuras virales en las células infectadas fue el siguien-
te: se encontraron 44 vesiculas en cuyo interior se observaron vesiculas

virales, 191 particulas virales en la membrana plasmditica y 39 fagoso-

mas.
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Figura 6.- Electromicrografia de una célula 13-CL del grupo
testigo sdlo con medio de cultivo se observan nume-
rosas mitocondrias (M) de forma redondeada dentro de
la mitocondria podemos distinguir algunas crestas, el
reticulo endopldsmico rugoso estd constituida por tu-
bos cortos, el nicleo (N) es de forma ovoide también
se observa el nucleolo (nu), la cromatina estd irregu-
larmente distribuida y se ve asociada a la membrana
nuclear, el resto de los organelos estd constituido por

ribosomas que le dan el fondo a la célula {(amp. x 41 580).




£

-

.

\

Wt

— % A

- 29 -

FIG. 7

wi
L

FIG. 8

BY

w4

B
frase

o
oo

0%



Figura 7, -

Figura 8. -
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Electromicrografia de una célula 13-CL grupo testigo,
sélo con ‘medio de cultivo. Se observan gran cantidad
de ribosomas y polirribosomas (PR) separados entre si
por finos filamentos (F) que corren en diferentes direc-
ciones, se ven dos mitocondrias (Mj de matriz densa

y de forma redondeada (amp. x 80, 850).

Electromicrografia de una célula 13-CL grupo testigo
s6lo con medio de cultivo. Se observa el citoplasma de
una célula con gran cantidad de mitocondrias (M) de di-
ferentes formas en las que se observan finas crestas
transversales, asi como densas matrices. Se logran
distinguir entre las mitocondrias unas particulas radia-
les (pr) con un centro denso de donde salen finos fila-

mentos que terminan en una doble membrana circundante

(amp. x 50, 820).







Figura 9.-
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Electromicrografia de una célula 13-CL grupo testigo
s6lo con medio de cultivo. Se ilustra una cisterna del
aparato de Golgi (G) y las miltiples vesiculas que se
originan de las cisternas de este organelo, se obser-
va una porcidén del ndcleo (N) y algunas mitocondrias

(amp. x 35, 000).
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Figura 10, -

Figuara 11, -

Electromicrografia de dos células 13-Cl, infectadas con
virus rdbico cepa Era, con una hora de infeccién. Se
observan virus (V) en el espacio intracitoplasmaitico, en
acercamiento a la membrana citoplasmdtica se observan
cambios de la membrana consistentes en una mayor den-
sidad de la membrana (flechas). Los virus (V) se ven
en diferentes formas y la penetracidén se realizard tanto
por la parte plana del virus, Se observa un gran nimero
de polirribosomas (PR) separados por una serie de fila-

mentos (F) que corren en linea longitudinal (amp. x 80, 850).

Electromicrografia de dos células 13-CL infectadas con
virus rdbico a una hora de postinfeccién. Se observan

dos virus en el espacio intracelular en aproximacién a la

célula por la parte plana del virus (amp. x 103,950).
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Figura 12, - Electromicrografia de una célula 13-CL infectada con
virus rdbico cepa ERA con una hora de infeccién. Se
observan dos virus rdbicos (V) en unas vacuolas de pi=-
nocitosis, forma en la que se incorporan a la célula.
Se demuestra una particula radial circundada (pr) por
reticulo endopldsmico liso y se ve gran cantidad de

polirribosomas (amp. x 103, 950).
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Figura 13. -

Figura 14, -

Electromicrografia de una célula 13-CL infectada con
virus rdbico cepa ERA a una hora de postinfeccidn,
Se observan dos vacuolas de fagocitosis (vf) en una
de ellas se ve una particula viral préxima a desinte-
grarse (fase de denudacidén) y se ven numerosos ribo-

somas y polirribosomas (amp. x 64, 780).

Electromicrografia de una célula 13-CL infectada con
virus rdbico cepa ERA, una hora postinfeccidn, Se
observan dos vacuolas de fagocitosis (f) conteniendo

material de degradacién. (amp. x 47, 600)




6.- DISCUSION

En estudios anteriores del ciclo del virus rdbico en cultivos celulares
otros investigadores han utilizado substancias que facilitan la penetra-
cidén del virus a la célula, También han usado tripsina para remover
el monoestrato celular de la caja de Petri. Hacer uso de productos

quimicos o sistemas mecdnicos para remover el monoestrato celular,

obviamente implica modificaciones en la interrelacién del virus rdbico
con la célula, esppcialmente las estructuras celulares que se localizan
en la superficie., Ademis, este tipo de procedimientos producen algu-
nos artificios técnicos que hacen que la evaluacidn del modelo se com-

plique y confunda la interpretacidn de los resultados.

Otros investigadores que han estudiado el ciclo del virus rdbico (6, 8,
9) han utilizado altas dosis de virus rdbico y los periodos de infeccidén
han sido hasta de noventa y seis horas. Con estos métodos se han en-
contrado muchas variantes en cuanto al tiempo en el que el virus rd-
bico complementa un ciclo y se han observado virus madurando intraci-

toplasmdticamente, asi como formas aberrantes de particulas virales (6).

Se ha descrito que las particulas virales penetran a las células en dife-
rentes formas. Humler (8) encontrd que las particulas virales se apro-
ximan a la célula por su parte plana y que la penetracién a la célula

solo ocurre cuando el virus entra en contacto por la parte plana.
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Iwasaki (9) describe la aproximacidén y penetracién de los virus a la
c€lula tiene lugar por la parte plana y no por parte redondeada, En-
contrd en estados tempranos de la infeccién los siguientes cambios: a
los 5 minutos, los virus se observan intracitoplasmadaticamente; una hora
mas tarde, observé un aumento en el nimero de fagosomas y la degra-
dacién de las particulas virales en vesiculas de fagocitosis. A la cuar-
ta hora postinfeccién, encontrd la aparicién del antigeno viral y a la
quinta hora observd una serie de pequefios filamentos (nucleocdpsides).

A la sexta hora logrd observar la primera generacidén del virus rdbico.

Como eventos tardios Iwasaki (9) observd a las veinticuatro horas una
serie de vacuolas intracitoplasmiéticas y un mdximo de multiplicacidén vi-
ral. A las setenta y dos horas ya casi no hay multiplicacién y es raro
observar aparatos de Golgi asociados a lisis focal en el sitio original
de la infeccién. A las noventa y seis horas de infeccidn, la produccidn

de particulas virales se suspende por completo y hay bastante lisis ce-

lular,

En nuestro experimento se realizaron una serie de variantes con el ob-
jeto de que las estructuras celulares sufrieran un minimo de alteraciones.,
Las variantes fueron desde el proceso de conservacidn, la interrelacidn
de la particula viral con la membrana citoplasmditica, Se considerd ina-
decuado el utilizar substancias que faciliten la adhesidén y penetracidén de
los virus a la célula, pues se planteé el poder evaluar la interaccidn del

s ” - ’ . s . L .
virus rdbico con la célula en las condiciones que se asemejan lo mds posi-
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ble a lo que ocurre en la naturaleza. Para evitar el dafio celular y

asegurarse de una buena conservacién del monoestrato, las células

fueron fijadas in situ.

Otra de las modificaciones fue en la dilucién viral en nuestro experi-
mento. Se utilizé una dilucidén bastante baja con el objeto de que las
células no sufpieran demasiado dafio por el exceso de penetracidn viral.
El objeto de detener la infeccién en la primera hora fue para poder
evaluar cuantitativamente las estructuras virales de los estados tem-

pranos del ciclo del virus rdbico.

En nuestros resultados se pudo observar que el virus rdbico penetra a
las células por la parte plana, lateral o redondeada, siendo la parte

plana la forma mds comin de penetracidn.

El haber observado un buen nimero de fagosomas en el citoplasma de
las células infectadas demuestra que la célula estd respondiendo a la
penetracién de las particulas virales. En estudios realizados en célu-

las BHK (Gonzdlez 7) sin infectar con virus fue raro encontrar lisoso-

mas y fagosomas.

También pudimos observar particulas radiales infectando células. Estas
han sido descritas como particulas virales que infectan células BHK (9).
En un estudio realizado sobre el virus de la coriomeningitis infecciosa
estas particulas tienen un efecto potencializador sobre la multiplicacién

viral. En el presente estudio, debido al corto periodo de infeccidn, no

hay asociacidn,




Para lograr una mejor preservacidén de los cultivos celulares se utilizé
glutaraldehido, que es un aldehido de cinco carbonos de una estructura
relativamente simple. El glutaraldehido estabiliza las proteinas y pre-
serva en gran parte la actividad enzimadtica, por lo que se pueden lle-
var a cabo estudios de citoquimica de alta resolucién. Ademds tiene la

ventaja de que se pueden utilizar fragmentos de tejido relativamente gran-

des.




7.- CONCLUSION

El virus rdbico penetra preferentemente por la parte plana, ocasjio-

nalmente lo hace por la porcién redondeada,

El utilizar bajas dosis de virus rdbico nos permite hacer una eva-
luacién de los eventos tempranos del ciclo del virus rdbico, sin

provocar excesivo dafio celular,

Con la fijacidén in situ se evitan daflos quimicos y fisicos a las célu-

las,

Para poder hacer una evaluacién mds representativa de los estados
tempranos del ciclo viral, es necesario hacer un estudio compara-
tivo de las diferentes cepas de virus rdbico, las adaptadas a culti-

vos celulares como las cepas de virus de calle.
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