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I. Introduccion

El virus de la rabia ha sido Clasificado recientemente dentro del nuevo
género de los Lyssavirus. Este género junto con el de los Vesiculovirus y
otros virus todavia no asignados a ningn género y para los cuajes no se
aprob6 nombre, constituyen la familia Rhabdoviridae (1).

El género Lyssavirus contiene el virus de la' rabia y a otros de reciente
descubrimiento que estan serolégicamente relacionados con él. Estos Son
el virus lagos Bat, el virus Mokola, el virus Obodhiang y el virus
Kotonkan. Una de las bases para separar al antiguo género de los
Rhabdovirus en los actuales géneros Vesiculovirus y Lyssavirus, fue el' que
los .V esiculovirus se multiplican tanto €N verte-
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brados como en artrépodos, estando en este género los virus de la
Estomatitis Vesicular, Cocal, Flanders-Hart Park, etcétera; en tanto que
los Lyssavirus se multiplican en vertebrados solamente. La naturaleza
tentativa de algunas asignaciones a determinados géneros se evidencia en
el hecho de que los virus Obodhiang y Kotonkan se colocan en los
Lyssavirus por su relacion antigénica con el virus de la rabia; sin embargo,
se multiplican en artropodos (2). La relacion antigénica de los dos virus
mencionados con el virus de la rabia es bastante lejana en el mejor de los
casos, pero considero que el criterio inmunoldgico no es suficiente
motivo para la asignacion del virus a uno u otro género. Una linea
independiente de investigacion parece sugerir que la relacion del virus de
la rabia y el de la Estomatitis Vesicular es mas estrecha de 'lo que se
habia pensado hasta ahora (°). Aparentemente la ARN transcriptasa del
virus de Estomatitis Vescicular inactivado con luz ultravioleta, es
utilizado por el virus de la rabia acortando su periodo de latencia (3). En
caso de ser asi, la parte del ARN viral del virus de la rabia en la que se
inicia la replicacion del acido nucleico seria lo suficientemente parecida a
la seccion de inicio de replicacion del virus de la Estomatitis Vesicular
como para activar a la enzima. Este efecto pareceria indicar que de
manera semejante a lo estudiado con otros virus de la familia
Rhabdoviridae (4), los complejos de iniciacion de trascripcién del ARN
son semejantes, ya que la ARN transcriptasa dependiente de ARN que
forma parte del virion de la Estomatitis Vesicular, es lo suficientemente
especifica para replicar ARN viral y no los multiples ARN presentes en el
citoplasma de ,la célula infectada (3,4).

Independientemente del género a que sea finalmente asignado el
virus de la rabia; el hecho es que ésta, continla siendo una enfermedad
importante en el mundo; tanto desde el punto de vista de las pérdidas
que ocasiona en algunos paises. de Ibero América (5) como desde el
punto de vista de la salud publica (6) en casi todo el mundo.

11. Morfologia y morfogénesis

1. Morfologia del virus rabico

El virus rabico es cilindrico con un extremo redondeado Y el otro extremo
aplanado. Su forma, como la de otros virus pertenecientes a la misma familia,
ha sido comparada a la de una bala.

Los estudios con tincién negativa han revelado una superficie cubierta de
proyecciones superficiales (peplomeros) de 6 a 8 nandmetros (nm)1 de
largo, y con el extremo libre redoneado, dandole a los
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peplomeros la apariencia de una perilla. Los peplomeros estan espa-
ciadosentre si 4 0 5 nm de distancia. Aun cuando la disposicion de
estas proyecciones puede aparecer irregular, en ocasiones se observa
claramente una disposicion en forma de panal con los peplomeros
estrechamente ordenados en hileras, lo que parece indicar Una orga-
nizacion ,regular de las capas subyacentes (7).

Cuando el virus es tratado con detergentes iénicos, se desdobla en
una cinta ondulada de ribonucleoproteina de 4.2 um de longitud total
Con 2x 6.5 nm de ancbo y alto y una periodicidad de 7.5 nm. La
ribonucleoproteina no es infecciosa. En el virién intacto esta cinta se enrolla
para formar de 15 a 20 espiras en el cuerpo del virion y cuatro espiras
decrecientes en el extremo redondeado (8).

El virién completo tiene de 75 a 80 nm de diametro, incluyendo a
los peplomeros, y de 170 a 180 um de largo. Ocasionalmente el
colorante penetra los virus por su extremo planar permitiendo observar una
estructura interna, que también puede presentar estriaciones. El virus rabico,
de manera semejante al de ,la Estomatitis Vesicular puede ocurrir en
forma completa; forma de bala o particulas B y en forma acortada de
125 y 150 um de largo, que son las formas truncadas (particulas T) ;
sin embargo, su longitud no varia de 125 a 150 um en forma continua,
sino que las particulas son de una u otra longitud (8, 19), al menos en la
cepa PM examinada por Sokol y colaboradores a este respecto (10).

El virus rabico esta constituido por cuatro proteinas mayores y
una proteina menor. La proteina de peso molecular mas alto del
virién es una glicoproteina (GLP) de 80000 daltons de peso molecu,
lar y en cantidad aproximada de 1 783 unidades por virién (I0), Sigue
en tamarfio una proteina de nucleocapside (NCP) de 62 000 daltons en
cantidad de 1713 por virion (10). Sigue una nucleopro, teina menor
(NCP-M) de 55000 daltons de peso molecular en can, tidad de .76
unidades por virion (10). La segunda proteina de envoltura (EP-2), (la
primera es la glicoproteina ya mencionada) con 40000 daltons de peso
molecular, se encuentra en cantidad de 789 unidades por virién (10), Y por
ultimo la tercera proteina de envoltura (EP-3) con un peso molecular
de 25 000 daltons y en cantidad de 1 661 unidades por virién (10).
Cabe aclarar que los términos proteina mayor y protenia menor no se
refieren en virologia al tamafio de las' proteinas, sino al porcentaje de las
proteinas virales que constituyen. También por convencidn internacional se
numera a las proteinas de los virus con el N° 1 a la de més alto peso molecular
y de ahi en adelante hasta la de menor peso molecular. Si se les da nombre
segun su funcion o la supuesta posicion que ocupan en el viridn, tendran
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que anotarse de todas formas de la de mayor peso molecular a la de
menor peso molecular, como se ha anotado arriba. Las siglas empleadas
para designar a las diferentes proteinas del virus rabico ,on las
propuestas por Sokol (10).

, Es interesante notar que tres de las proteinas virales se encuentran en
proporciones equimolares en el virion: GIP, NCP y EP-3 + 1700
unidades por virién; en tanto que la otra proteina mayor EP-2 se
encuentra en proporcién aproximada de una por cada dos- unidades de
las otras tres proteinas (850 unidades por virion). El significado de estas
proporciones no. es todavia muy claro .

Una posibilidad que ha sido sugerida (8, 11) para explicar las
proporciones en que se encuentran los diversos componentes de virus .rabico y
otros virus de la familia Rhabdoviridae es que estos compo~nentes se
encuentran combinados de tal manera que dos- GIP, dos NCP y dos EP-3
junto con un EP-2 constituyen una unidad. Este conglomerado
multiprotéico formaria las subunidades que unidas por el .acido
nucléico del virus forman una cadena visible al microscopio
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electrénico como una cinta ondulada cuando se rompe el virién (8). Nakai
y Howatson proponen por simplicidad una subunidad’ constituida por bloques
rectangulares (8), en tanto que Herndndez (11) sugiere una subunidad
constituida por las proteinas antes mencionadas en la disposicién que se
ilustra en la figura 1.
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Los modelos que estos dos autores proponen, junto con otros dos
modelos actualmente en la literatura, se ilustran en la figura 2. El
modelo de Murphy, pretende explicar solamente la apariencia micros-
copica del virus rabico sin tomar en consideracion las: proporciones 2 : 2: 2
: I en que se encuentran las proteinas mayores del virion. EI modelo de
Sokol (10), por otra parte solo intenta explicar los hallazgos
fisicoquimicos y quimicos obtenidos por él y sus colaboradores al
estudiar el virus de la rabia y no pretende establecer la localizacién de
las diversas proteinas en estructuras definidas del virion (E. Her-
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nandez B., observaciones no publicadas). EI modelo de Nakai y
Howatson, curiosamente antecede al estudio de las proteinas consti.
tutivas del virus rabico realizado por Sokol y colaboradores (10) Y
supone la existencia de subunidades morfoldgicas unidas por el acido
nucleico a la manera de un hilo uniendo las perlas de Un collar. Este
modelo, de manera puramente accidental prepara el terrend para la
explicacion de la proporcion de proteinas virales en el virién. Desde
este
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punto de vista, el modelo de Hernandez (11) puede considerarse como
un refinamiento mas moderno del que propusieron Nakai y Howatson
(8). El conglomerado de siete proteinas que se ilustra en la figura IB
seria el equivalente propuesto para el prisma rectangular (figura 1A)
empleado por Nakai y Howatson para elaborar su modelo de
Rhabdovirus (figura 2C). El nuevo modelo, sin embargo ofrece
numerosas ventajas para explicar la morfogénesis del viridn rabico y otros
virus de la misma familia en un proceso que requeriria de un minimo de
pasos adicionales en el ensamble, como se vera mas adelante vide intra
11-2).

El modelo de subunidad anotado en la figura IB esta formado por
dos glicoproteinas ligeramente diferentes, siendo la exterior la
glicoproteina clasica, en tanto que la interior es una glicoproteina
modificada (GIP-M) que tiene una fuerte afinidad por otras glico-
proteinas similares. Cada glicoproteina se encuentra adherida por medio de
residuos de aminoéacidos hidrofobicos a la proteina de envoltura EP-3
que le sirve de tallo para desprenderse de la superficie vira! y entre las
dos forman el peplomero o proyeccién superficial del virion. Es
necesario postular ,la union hidrofébica entre GIP Y EP-3 dado el
comportamiento del virién rébico en presencia de detergentes no
iénicos como el nonident P-40 (NP-40).

El NP-40 libera todos los fosfolipidos virales y a la glicoproteina
viral. Esto podria significar: a) Que los fosfolipidos son los que man-
tienen fijo al virion a la glicoproteina, o b) Que el detergente no iénico
ataca a la union hidrofébica de las dos proteinas y por [0 tanto tiene dos
efectos diferentes sobre el virion. La primera hipétesis supondria que la
GIP es la Unica que forma los peplomeros, pero no explica ni la
proporciéon de proteinas ni el arreglo regular de los peplomeros en la
superficie del virion. La proteina de envoltura EP-3 a su vez se une por
fuerzas idnicas (sin ligaduras covalentes) a la proteina de nucleocépside
NGP. La proteina de nucleocépside por su parte, se une con la base de
otra proteina de nucleocéapside y entre las dos forman un canal rico en
aminoécidos basicos para fijar al ARN. Sokol ha encontrado que la
NCP es rica en lisina y arginina, que son aminoacidos basicos (10), la
proteina de envoltura EP-2 actuaria como lazo adicional de unién entre

las proteinas para estabilizar el virion (figura 3). ) )
Todas las fuerzas que mantendrian el heptdmero unido serian de

naturaleza ionica, con excepcion de la unién entre GIP y EP-3 que
seria de tipo hidrofébico como ya se ha anotado antes. La superficie
de las proteinas de nucleocapside NCP y de las proteinas de envoltura
EP-2 necesitarian ser hidrofobicas a fin de sumergirse entré
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los extremos hidrofébicos de los fosfolipidos virales, que son
derivados de la membrana celular.

Existen una serie de irregularidades en las medidas de las estruc-
turas virales, tal y como se han anotado antes. Por ejemplo, tanto
Murphy (12) como Sokol (10) concuerdan en que la nucleocapside del
virus' rabico tiene una. longitud total extendida de 4 200 nm. (4.2
um.), con una periodicidad de 7.5 nm. Esto haria posible acoma-

Figura 3
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dar en una nucleocépside de esta longitud un méaximo de 560 unidades
estructurales. Este valor sin embargo, se encuentra muy alejado del
numero de proteinas de cada tipo contenidas en un virién y no es un
multiplo de ninguna de ellas. Por otra parte Murphy (12) indica que el
cuerpo del virion esta formado por 30 o 35 vueltas segin medidas
obtenidas en su laboratorio y que la nucleocapside forma una
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espiral de 50 nm de diametro y que el extremo redondeado del viridn
esta formado por cuatro o cinco espirales de tamafio decreciente. Con
estas medidas, una nucleocépside de 4200 nm. alcanza para 25 vueltas;
lo cual arrojada un valorligeramente inferior al observado por Murphy et
al (12). Hernandez (11) por su parte, ha determinado que el viri6n
rabico tiene un diametro de 100 um incluyendo peplomeros y 85 um sin
contar los peplomeros. Las proyecciones superficiales tendrian una
longitud de 7 nm y el anillo mterior, que Murphy considera que
constituye la nucleocapside y Hernandez considera que esta formado
por glicoproteinas modificadas, equidistante de la zona lipoproteica
intermedia. Esto deja un hueco llamado agujero axial de 56 um de
diametro y que recorre toda la longitud del virus. La totalidad del
agujero axial esta lleno de fluido derivado del citoplasma celular y el
hecho de que no sea penetrado por el &cido fosfotungstico estaria
explicado por el hecho de que la abertura inferior o planar del virus se
hallaria, parcial o totalmente, ocluida por remanentes de la membrana
celular desprendidos en el momento de la liberacién viral. Hemandez,
en estudios de material de cortes ultra finos ha determinado que el
nimero de subunidades presentes por cada vuelta de virus y que se
hacen evidentes en la seccion transversal de los viriones, es de 36 (E.
Hernandez B., 1972, observaciones no publicadas). Si por otra parte se
toma la figura minima de Murphy (12) de 30 espiras para el cuerpo del
virién, y' cuatro espiras decrecientes para formar el extremo redondeado
con 35, 24, 12 Y 7 subunidades, respectivamente, el total de subunidades
que constituirian a un virion completo (de 165 nm de largo) seria de
1158. Este modelo requeriria de 2316 moléculas de glicoproteinas GIP,
e igual nimero de EP-3 NCP asi como 1158 'moléculas de EP-2. Estas
figuras estan en franco desacuerdo con el nimero de moléculas de cada
proteina encontrados por Sokol (10). Otros autores, han encontrado un
menor .numero de vueltas por virién y esta figura se acerca mas al nim:ero
permisible segin la longitud de la nucleocédpside (11); la figura 7
muestra una particula viral casi completa y todavia adherida a la membrana
celular. Este virion contiene 15 espiras si s6lo se cuentan las bandas
oscuras. Lo ,que pudo suceder es que Murphy (12) hubiera contado
tanto bandas oscuras como claras. Con 15 a 20 espiras de la
nucleocépside, el modelo requeriria de 720 subunidades, lo que estd de
acuerdo con las determinaciones de Sokol (10).

El modelo propuesto por Hernandez (11) y modificado reciente-
mente (E. Herndndez B., 1977 datos no publicados) incorpora algunas
caracteristicas sorprendentes. Obviamente no hay ninguna razén para
suponer que el interior del virién contenga peplomeros proyectados
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FIG. 4. Célula BHK-21, trece horas después de la infeccién con virus V-319. La
totalidad de los espacios del reticulo endopléasmico granular se hallan distendidos por
antigeno rabico. Este paso en el ciclo de infeccion va seguido rapidamente de la
formacion de matrices virales. 15000X.
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FIG. 5. Célula 135 infectada con virus V-319, 16 horas después de la infeccion.
bien formada, a la' que

El citoplasma celular contiene una matriz viral
continuamente contribuye el reticulo endoplasmico. Varias particulas virales

maduran en la membrana citoplasmica. 15000X.
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FIG. 6. Célula 13S infectada con virus cepa ERA. Una vacuola; contiene tres
particulas virales madurando hacia el interior y muestra una parte de la membrana
engrosada en lo que probablemente se convertird en una cuarta particula viral. 20
horas después de la infeccion. 5250QX.
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FIG. 7. Parte de dos células 13S infectadas con cepa ERA. Punto medio de la
infeccion, 48 horas después de iniciado. El virién incluido en el circulo ha sido
cortado longitudinalmente y es una particula viral completa (B). 22 500X.
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hacia el agujero axial La evidencia que apoya esta hip6tesis proviene
de diferentes lineas de investigacion. Por una parte, Sokol (15) estu-
diando. la composicién quimica del virion rabico llegd a la sorpren,
dente conclusion de que el virion desintegrado contenia el doble de
actividad antigénica que el virién completo. Las glicoproteinas purifi-
cadas carecian de actividad hemoaglutinante pero ejercian una fuerte actividad
inhibidora de la hemoaglutinaciéon (HI); esta actividad también es
ejercida por viriones parcialmente destruidos, pero cuando se empleaba
glicoproteinas purificadas, consistentemente se observaba un aumento de
actividad HI. Esta observacion podria explicarse de varias maneras, una
de las cuales seria precisamente que la ruptura de los viriones provocaria la
liberacion de sitios antigénicos y unidades HI previamente ocultos.
Schneider por otra parte desagregando viriones rabicos con saponina
(16) encontréd un aumento de cuatro veces la actividad hemoaglutinante.
Esta observacién pareceria indicar que siguiendo la técnica apropiada
de ruptura de los viriones es posible obtener las subunidades
completas de tal forma que retengan dos valencias y por lo tanto sigan
causando hemoaglutinacién y no HI como las glicoproteinas aisladas
de Sokol (15), Una observacion bastante constantees el diametro de los
viriones, asi como la regularidad de su forma (11, 12). Las mayores
variaciones, de hecho, las Unicas variaciones de forma, se encuentran en la
longitud de los viriones (9, 19) .

Otros virus animales de simetria helicoidal tienen variaciones en didmetro
de 100 a 200 um; lo cua! implica un 100% de variabilidad,
definitivamente méas de lo que podria explicarse con errores de medicion en
virus de este tamafio. La regularidad de forma de los virus de la familia
Rhabdoviridae sena automatica con un modelo de virus como el propuesto
por Hernandez (11). Se ha indicado anteriormente que la glicoproteina
situada hacia el interior del virién (hacia el agujero axial) seria una
glicoproteina maodificada con gran afinidad por otras glicoproteinas
similares. De esta manera, el extremo redondeado estaria condicionado por
la union de las glicoproteinas internas entre cada espira y de las espiras
entre si. Es decir, habria una estructura semejante a un casquete hemisférico
formado por GIP-M unidas tridimencionalmente (ver figura 3B). El
cuerpo del virus tendria siempre el mismo didmetro por que es el obligado
por la union de las esferas de glicoproteinas modificadas sin dejar
resquicios entre si. Si el ARN es la cadena que une las subunidades entre si,
es légico suponer que cada cadena de acido nucleico aceptara tantas sub-
unidades como larga sea, lo cual, a su vez tendra un efecto sobre la longitud
final del virién que madure en la membrana celular, pero
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no sobre otras medidas, dado que las subunidades empleadas son las
mismas en ambos casos. ; Qué tan cercano a la estructura real del virus rabico
es el modelo propuesto? La Unica forma de saberlo es esperar y
observar como resiste la prueba del tiempo y de una nueva evidencia
morfoldgica que pueda ser descubierta en el futuro. ElI modelo actual
incluye la informacién disponible sobre el virus y predice con
razonable exactitud el comportamiento del virus ante los diferentes
agentes que lo desmembran y la forma en que se comportan ante la
deshidratacion, congelacion, etcétera.
El &cido nucleico purificado de los Rhabdovirus no es infeccioso.

En los Vesiculovirus, el virus de la Estomatitis Vesicular en sus dos serotipos
contiene. una enzima que se encarga de la replicacion del ARN, la ARN
replicasa (4, 17). La Unica accién enzimética eviden. ciada hasta
ahora en el virus rabico es una actividad de kinasa de proteinas. O
bien la ARN replicasa esta ausente, o los métodos empleados en la
reaccion para evidenciar esta actividad no han sido capaces de
detectarla (10)

2. Morfogénesis del virus rabico

La morfogénesis del virus rébico esta .estrechamente ligada al ciclo de
infeccion del mismo. La divisién que aqui se hace es un tanto artificial, sin
embargo sirve al propdsito de delimitar este aspecto del ciclo de
infeccion con. lo cual se trata de evitar el complicar ain més la descripcién
del ciclo,

El virus de la rabia puede conducir a una infeccién tolerada y
ocasionalmente a una infeccion' citopatica (14), sin embargo un efecto
constante que evidencia la multiplicacion vira! en las células
infectadas es la formacién de corpusculos intracitoplasmicos de inclusion. En
el sistema nervioso central (SNC) reciben el nombre de corpusculos de
Negri y los métodos de tincidn han sido descritos en detalle en otros trabajos
(5, 19) Y no es el propdsito de este capitulo el entrar repetitivamente en
esos detalles nuevamente. La técnica de anticuerpos fluorescentes (19)
evidencia corpusculos 0 masas antigénicas intracitoplasmicas que en el caso de
el sistema nervioso central son indistinguibles de los corpusculos de Negri. En
cortes finos examinados en el microscopio electrénico de transmision, las
masas antigénicas forman inclusiones intracitoplasmicas que no estan
delimitadas por una membrana. Estas masas finamente granulares, en realidad
estan compuestas de largas fibras de nucleocapsides orientadas al azar (véase
figuras 5 y 9). Estas masas intracitoplasmicas reciben el nombre de matrices
virales, dado que contienen estructuras precursoras de virio-
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nes. Durante mucho tiempo, la relacién entre la matriz vital y la
viriogénesis permanecié obscura. ; En qué forma contribuian estas masas
intracitoplasmicas a la maduracion de nuevos viriones Los cortes
ultrafinos revelaban ocasionalmente estructuras tubulares en asociacion
con las- matrices virales, y para aumentar la confusion, la mejor idea que se
tenia del virus rabico es que se trataba de un "probable mixovirus', es
decir un virus esférico (12). Mas tarde se observd que ademas de estas
estructuras, las células infectadas en cultivo, mostraban una gran
abundancia de microfibrillas (véase figuras 9 y 10); estas estructuras
fibrilares si se observan penetrando en la base de los viriones en
formacion. Otro aspecto que ha sido observado, es- que la modificacion de
la membrana celular no ocurre libremente - sino en estrecha asociacion con el
inicio del extremo redondeado del virion y la extrusion de peplomeros
(20). Es decir, segin las observaciones de lwasaki et al., (20), el
proceso de espiralizacién de la nucleocapside y el proceso de gemacion
viral son concomitantes. El virus no modifica primero la membrana
celular y después inicia su gemacion sino que ambos procesos se observan
estrechamente  sincronizados, al grado que la modificacion de la
membrana celular, termina en la base del virus naciente (ver figura 6).
La gemacién viral no ocurre con preferencia enninguna~ membrana~
celular sino que utiliza indiferentemente todas las membranas de la
célula, empezando con la membrana plasmatica, vacuolas, continuado
con membranas del reticulo endoplasmico granular y agranular,
llegando incluso al extremo de usar la capa externa de la membrana
nuclear, La maduracion~ de Viriones en' las matrices virales sin asociacion
con membranas ha sido reportada (12) Y ha sido explicada como una
sintesis de novo de membranas para el 'propésito de la gemacién viral
intracitoplasmica. Aparentemente el proceso de enrollar la nucleocépside ocurre
simultdneamente con la gemacion viral en 10 que resulta un complejo juego
coreografico: a) La extrucion de peplomeros sélo ocurre en la parte de
la membrana que esta dando lugar a la gemacion de un virus; b) La gemacién
del virus estd ligada estrechamente por una parte a la presencia de
peplomeros y por otra a la de la nucleocapside; €) La espiralizacion o~
arrollamiento de la nucleocapside estd sincronizada con el proceso de
gemacion. El Unico proceso celular de sincronizacién y compejidad
comparables es la mitosis y la hace una célula completa, no un virus.

Los peplomeros virales son casi en su totalidad glicoproteinas que
adquieren su componente de carbohidratos por medio de transferasas celulares.
Este proceso, a su vez, parece actuar como el pasaporte para que las proteinas
pasen la doble barrera de fosfolipidos de la membrana
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Fig. 8. Parte de una célula 135 infectada con virus Mazatan. La mayor parte del
citoplasma de esta porcion de la célula ha sido substituido por matriz viral. En los
bordes de la matriz viral empieza la maduracién intracitopldsmica del virus.
Infeccion tardia 100 horas después de iniciada. 22 500X.
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FIG. 9. Células 135 infectadas con virus V-319, 120 horas después de la infeccion. El
estado de la célula de la parte media corresponde a la infeccién tardia. Los viriones
todavia estan madurando en la membrana celular, en tanto que el citoplasma se
halla ocupado por gran cantidad de particulas virales asociadas al reticulo
endoplasmico, matrices virales multiples y fibrillas (; nudeocapsides?) en arreglo casi
paralelo. 30 OOOX.
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FIG. 10. Células BHK:21 infectadas con virus ERA. 148 horas después de la
infeccion. El estado de la célula corresponde a la degeneracion celular temprana.
No se encuentran particulas virales madurando en la membrana plasmaéstica, en
tanto que las particulas virales se acumulan en el citoplasma celular en medio de
una enorme matriz viral. Se observan numerosas formas mieloides, mitocondrias
hinchadas y vacuolas en la célula como pruebas de degencracion celular
temprana. 22 SO0X.

1
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celular. Si las matrices virales contuvieran el virién desensamblado pero
constituido por tantas subunidades como pudiera unir el ARN viral, segun
su longitud y si las esferas terminales sélo estuvieran esperando la accion de las
transferasas celulares y adquirir asi su "pasaporte™ para trasponer la membrana
celular, en el mamen to en que adquirieran su fraccion glucidic'a estarian en
posicién de iniciar el ensamble viral en la membrana més préxima, hacia la cual
se dirigirfia. Una vez en contacto con una membrana; sélo uno de los
peplomeros podria sobresalir, ya que el otro quedaria forzado hacia el interior
de la célula por la arquitectura de la subunidad viral. Una vez que la
primera subunidad hubiera penetrado la membrana celular, una de las
enzimas tardias del virus, una enzima ensarobladora (vide infra, IlI-I), Se
encargaria de modificar la glicoproteina situada en el interior de la
célUldla con lo cual provocaria la avidez de esta GIP-M por otras
silililarmente modificadas, a medida que la orientacion -sobre la membrana y
subsecuente modificacion hubiera tenido Ilugar. EI procesé de
estructuracion de las subunidades virales y su uniOn con el ARN viral de
progenie (vide infra, 111 -1) serian procesos- de autoensamble provocados por
la estructura misma de los componentes, de tal forma que la nucleocépside se
estructuraria tan pronto como todos los componentes estuvieran disponibles en la
concentracién adecuada para ello. El proceso de gemaciOn seria un
proceso que progresaria mediante la energia generada por la enzima
ensambladora y que se inicia con la penetraciOn de la primera subunidad
viral en la membrana celular y termina con la penetracién y modificacion de la
Gltima de ellas. Las 76 moléculas de NCP-M encontradas por Sokol (10)
constituirian la sefial de terminaeiOn de ensamble a fin de iniciar la
liberacion viral por pellizcamiento, con lo cual el~ viribn maduro se
separaria de la célula (11) (E. Hernandez B., 1977, observaciones no
pubicadas). Asi se resolveria de una manera 1'0 méas sencilla posible (con el
empleo de una sola enzima, la ensambladora) el complejo problema de la triple
sincronizacion mencionado antes. El proceso de morfogénesis viral bien pudiera
ser mas complejo, pero dado el paso molecular del ARN viral de 4.6 x 106
daltons (la), la capacidad de codificacion de un acido nucleico es limitada y
una buena parte ya ha sido empleada en la sintesis de proteinas precursoras
de tal forma que ya no queda posibilidades de mucha infonna~ cion
adicional. Tomando algunos pardmetros sencillos es posible calcular el
porcentaje del acido nucleico que no ha sido empleado en la sintesis de
moléculas precursoras. Cada aminoacido es codificado por treS: nudeotidos,
cuya secuenda y tipo determina el tipo de aminoleido de que se trate (21).
Tomando en cuenta que el peso molecu-
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lar del ARN del virus rabico es de 4.6 x 10"y no es infeccioso, (10) y por
otra parte tomando un valor promedio de peso molecular por nucledtido de 335,
para codificar un aminoacido se requieren aproximadamente 1000 daltons de
acido nucleico. La méaxima capacidad de codificacion del ARN del virus
rébico seria de 4 600 aminoacidos. Tomando un peso molecular promedio
de 110.7 daltons por aminoacido, el maximo peso molecular de proteina
que puede codificar el ARN viral de rabia es de 509 220 daltons. De esta
capacidad, una buena parte ya ha sido utilizada para codificar las proteinas
precursoras que forman parte del virion (vide supra, Ir-1), de la siguiente
manera: GIP, 80000 daltons; NCP, 62000 daltons, NCP1M 55000 daltons;
EP-2, 40 000 daltons, y EP-3, 25 000 daltons, lo que arroja. un total de 262
000 daltons empleados en la sintesis de las proteinas precursoras. Restan
por explicar 247 220 daltons, que bastarian para codificar 10 proteinas con
peso molecular de 24 000 daltons cada una. Se ha indicado antes (vide
supra, Ir-1) que el virién contiene Kinasa de proteinas y pudieran contener una
ARN transcriptasa dependiente de ARN inactiva y que pudiera activarse
intracelularmente. Las enzimas, en general han probado ser de méas alto peso
molecular que las proteinas estructurales, y de éstas las polimerasas de cidos
nualeicos son bastante pesadas, del orden de 80000 daltons o mas (22). Si
suponemos a la kinasa Con un peso molecular de 60000 daltons y 80 000 a la
ARN replicasa restarian apenas 100 000 daltons para
. codificar las proteinas virales que se hicieran cargo de la cuidadosa
sincronizacion requerida para el ensamble viral, siempre y cuando no se
presente el fendbmeno de genes incluidos dentro de otros genes, como ocurre en
el bacteriéfago IN studiado por Fides (13). Definitivamente la capacidad
remanente de especificacion de proteinas virales no es suficiente para explicar
la sincronizacion observada, al menos por los mecanismos de sincronizacién
conocidos y que involucran el transporte y extrusion de proteinas de peplomero
a la membrana celular, el transporte y espiralizaciéon de la nucleocéapside, el
cambio de propiedades de la membrana para causar la gemacién viral y por
altimo el desprendimiento del virién maduro por pellizcamiento. Todos estos
pasos involucran acciones intracelulares bastante complejas, que estan por
encima de la capacidad de un virus de este tamafio, a menos que se expliquen de
manera que no graben la capacidad de codificacion del virus.
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111. Crecimiento del virus rabico en cultivos celulares

El éxito del cultivo del virus rébico en cultivos celulares fue un tanto
tardio y no fue sino hasta que Kissling (23) logré su crecimiento en
cultivos celulares no nerviosos y mas tarde una primera vacuna obtenida con
estos métodos (24), que realmente fue posible iniciar el estudio de
morfologia. Después de numerosos estudios infructuosos, Davies et al., en
1963 (25), describen al virus rdbico como un virus alargado "que se proyecta
como dedos de las células infectadas" (25). Con anterioridad se habian descrito
una serie de morfologias esféricas (26), etcétera, que hoy dia resulta claro
que contenian casi exclusivamente viriones en diversas fases de degeneracion.
También los primeros intentos de cultivar al virus rdbico en cultivos de
Organos y células tumorales de tejido nervioso habian obtenido un éxito
nulo o muy moderado (27, 28, 29, 30). Entre otras, las dificultades que
encontraron estos autores derivaron de la dificultad de mantener células
nerviosas en cultivo. Kissling por otra parte (23) se aparté por completo de
estos canones y obtuvo el crecimiento de virus rabico en tejido no nervioso,
utilizando cultivos primarios de rifion de hamster (Cricetus auTeus). A partir
de este trabajo, que ha probado ser la piedra angular de la que parten
todos los trabajos detallados sobre la biologia molecular del virus rabico,
es que el progreso significativo se inici6 con un impetu que sigue hasta nuestros
dias. En la actualidad se han utilizado una gran variedad de sistemas primarios
para el cultivo del virus rébico, asi como también gran variedad de lineas
celulares, incluyendo lineas celulares de peces, viboras, tortugas, etcétera
(14).
En la mayoria de los sistemas celulares, la adherencia y penetracion del virus
rdbico puede aumentarse por la adicion de poliiones, como sonla
dietilaminoetil dextran (DEAE dextran) y el sulfato de protamina (31).
Todas los virus radbicos que han sido mantenidos por medio de pases
intracerebrales en animales de laboratorio (virus fijos) asi como los virus de
calle, requieren de un proceso de adaptacion a cultivos celulares. Al principio
solo unas cuantas células se infectan como puede evidenciarse por acumulos de
material inmunofluorescente, visible en su citoplasma. A medida que se
efectuan un mayor nimero de pases, el nimero de células que acumulan en su
citoplasma material tefiible por anticuerpos fluorescentes aumenta, asi como
también el tamafio y cantidad de los corpusculos de inclusion (14, 32, 33).
Esta caracteristica del virus rabico ha sido empleada con éxito para la
titulacion de anticuerpos asi como para pruebas de viabilidad del virus rabico
adaptado a cultivos celulares (32).
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La forma de efectuar pases sucesivos del virus rabico para obtener
su adaptacion a una linea celular puede hacerse pasando seriadamente células
infectadas, ya que es posible mantener y pasar lineas celulares
infectadas con virus rabico (5, 33). También es posible hacer los pases
sucesivos del virus rabico utilizando virus extracelular que se encuentra en el
medio de cultivo. A veces la cantidad de virus rabico liberado en el
medio de cultivo es tan escaso que no alcanza para infectar células en el
pase sucesivo ni siquiera después de varios pases ciegos. Una tercera
posibilidad de efectuar los pases de virus rabico durante la fase de
adaptacion consiste en mezclar células infectadas con células no
infectadas y dejarlas multiplicarse juntas. Al término de la fase de
formacion del monoestrato, casi todas las células se encontraran
infectadas (14).

Dadas las caracteristicas de crecimiento y adaptacion del virus

rabico a cultivos celulares, es probable que multiples factores afecten
su crecimiento (vide infra, 111-2 y 3).

1. El ciclo del virus rabico

Como resultado de un estudio comparativo de la morfogénesis de
diferentes cepas de virus rabico en cultivos celulares, Hernandez (11)
estudio intensivamente en cortes ultra finos con microscopia elec-
trénica, el comportamiento de varias cepas de virus rabico, usando
especialmente células BHK-21 Y 13S CI" ambas de origen de rifién
de hamster (34). Si bien no se observaron grandes diferencias en la
morfogénesis de las diferentes cepas de virus rabico estudiadas, el
ciclo de infeccion del virus rabico. en cultivos celulares fue estudiado con un
grado de detalle que lo hace accesible de interpretacion.

El ciclo de multiplicacion de los virus ARN en general estd cons-
tituido por once pasos diferentes que fluyen uno en el otro sin detenerse y en
ocasiones se mezclan entre si.

a) El primer paso del ciclo de todo virus, es la adsorcién o adherencia, es
decir la unién del virus con una célula susceptible. Esta adsorcién puede ser
con o sin mediacion de sitios receptores.

b) El segundo paso es la penetracién, que también tiene variaciones segun
la familia de virus de que se trate. Puede ser penetracion por captacion celular
en vesiculas pinocitéticas, como en el caso de los Poxviridae (familia de
virus ADN), por penetracion a través de la membrana celular como en
algunos Picornaviridae o bien por viriopexis, es decir la union de la envoltura
viral a la célula y el subsequente vaciado de la nucleocépside al citoplasma
celular como en los Herpetoviridae (familia de virus ADN).
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e) Una vez dentro de la célula, ocurre la denudacion, es decir la
liberacién de un acido nucléico funcionar. En algunos virus los procesos
de penetracion y de denudacion ocurren simultineamente.

d) Una vez liberado el &cido nucleico en el citoplasma pueden ocurrir
varias cosas segun el tipo de &cido nucleico contenido en el virus. Existen
varias terminologias para denominar los &acidos nucleicos, segin Baltimore
(35), dependiendo de si el ARN viral es al mismo tiempo el ARN
mensajero, es decir que puede ser traducido directamente en proteina o
bien si requiere de una sintesis de ARN antes de ser traducible en proteina.
Siguiendo convenciones internacionales, se llamara cadena positiva a la
contenida en el virion y negativa o Complementaria a la que se sintetiza en
la célula infectada. Si el ARN viral es al mismo tiempo mensajero se le
denominard "mensaje”, que sera opuesto al ARN "antimensaje" que
no tiene sentido para la célula. Si el ARN positivo es mensaje, el
siguiente paso que sigue a la denudacion, es la formacion de
polirribosomas e inicio de la sintesis de proteinas tempranas. Si el ARN
positivo es antimensaje, lo primero que Ocurre después de la denudacion
es la sintesis de un ARN complementario que sea mensaje antes de
proceder a la sintesis de proteinas. En este caso el virus casi siempre lleva
su propia enzima, la ARN replicasa, como parte integral del virion ya que
el acido nucleico debera replicarse en ausencia de sintesis de proteina. Una
vez que el ARN complementario o mensaje ha sido producido se inicia la
sintesis de proteinas tempranas. Por ultimo en el caso de la familia
Retroviridae, a continuacién de la denudacion Ocurre la sintesis de un ADN
complementario al ARN viral, para esto, el virion lleva la llamada
transcriptasa reversa o inversa, que da el nombre a la familia y que se
encarga del paso de ARN a ADN (36).

e) El siguiente paso es la sintesis de proteinas tempranas que por
definicion son aquellas que se sintetizan directamente en el ARN
progenitor o bien en el ARN complementario del progenitor. Estas
proteinas tempranas sintetizadas como es natural en pequefia cantidad
sirven para establecer la infeccion viral en la célula. Algunos virus
producen potentes inhibidores de macromoléculas celulares en esta fase
(inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos y proteinas celulares) asi
como las polimerasas necesarias para el siguiente paso.

f) A continuacion se inicia la sintesis de ARN de progenie por medio
de la formacion de un intermediario de replicacion que esta formado por
una molécula de ARN que es recorrido simultaneamente por varias
moléculas de polimerasa y, sobre una sola molécula de &cido nucleico
(positiva 0 negativa) se sintetizan simultdneamente varias moléculas
complementarias en varios grados de maduracién.
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Una vez que se han acumulado suficientes ARN virales se inicia el

siguiente paso.

g) Por definicidn las proteinas tardias son aquellas que se sinte-
tizan en el ARN de progenie y en este caso ocurre una sintesis masiva de
proteinas. Estas son generalmente proteinas precursoras, es decir que
van a formar parte del virién, de ahi que se requieran en gran
‘cantidad. La mayoria de las capsides virales estan formadas de uni-
dades repetitivas independientemente de la familia de virus de que
trate. Una vez que se han sintetizado suficientes proteinas precursoras,
ocurre una especializacion en la funcion de los acidos nucleicos al
iniciarse el siguiente paso.

h) Ensamble de nucleocapsides. Este es esencialmente el proceso
de agregado de las capsides junto con el acido nucleico. En este caso
también el proceso es diferentes segun el virus de que se trate.

i) La maduraciéon viral consiste en una gemacién a través de la
membrana celular en el caso de los virus envueltos y en la simple
concrecion de las nuoleocapsides en el caso de los virus desnudos.

j) La citolisis ocurre casi exclusivamente en los virus que maduran
en el citoplasma, como el Gnico medio de liberarse; y en el caso de
virus envueltos, de maduracion en la membrana plasmatica, gene-
ralmente la citolisis no ocurre o por lo menos es muy lenta dando lugar a la
maxima liberacion de viriones maduros, que es el Gltimo paso del ciclo de
virus.

k) Liberacion viral, como se explicé antes.

El ,llamado periodo de latencia de los virus, abarca desde el paso a
(adsorcion) hasta el k (liberacion viral), en tanto que el llamado
periodo o fase de eclipse, es un término puramente microscopico y abarca
el periodo en que el virus es invisible hasta que los viriones de la progenie
empiezan a ser reconocibles (desde el paso e hasta el paso h segun se
ha descrito).

El periodo de Latencia del virus rabico dura un promedio de 16
horas desde el momento en que se adhiere a la célula susceptible hasta
que los primeros viriones son liberados al medio ambiente y son
detectables (31).

Independientemente del sistema celular, de la cepa de virus y de la
multiplicidad empleados, la infeccién celular progresa en forma
asincrénica. Nunca se logra infectar en forma sincronizada a la totalidad
de las células a pesar de que se empleen altas mutiplicidades para
infectar a los monoestratos ( 14). Esto se ha tomado como evidencia
indirecta de que s6lo cierta parte del ciclo celular es susceptible al virus
rabico y que por lo tanto sélo las células que estan
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FIGURA 11

CICLO DE INFECCION DEL VIRUS RABICO
(representacion esquematica)

INFECCION

2.LATENCIA 1-16hs 3.-

INFECCION TEMPRANA 16-24

4.- PUNTO MEDIO DE LA INFECCION. EN ESTE PUNTO SE PRODUCE LA MAYOR CANTIDAD DE
VIRUS 24-72 hs 5 A.-INFECCION TARDIA 72 -120 hs

5 B.-.LA CHULA PUEDE CONTINUAR LA PROOUCCION DE

VIRUS 6.- OEGENERACION CHULAR TEMPRANA
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en esa fase son infectadas, en tanto que las otras células se muestran
refractarias. Una vez establecido el virus en el cultivo, la infeccion
subsecuente de las células, ocurriria tan pronto como fueran llegando al
punto del ciclo celular que es susceptible y asi llegaria a infectarse todo
el monoestrato ( 14). Otra posibilidad que ha surgido, deriva de la
determinacién del nimero de particulas fisicas que constituyen una unidad
formadora de placa. Esta, es una indicacién del niUmero de particulas
defectuosas que constituyen un determinado cosechado de virus. La
discrepancia observada entre autores, con respecto a una caracteristica del
virus rabico, deriva de la falta de homogeneidad de una cosecha a otra
(vide infra, 111-2, 3). Hernandez (11) determind que el nimero de particulas
fisicas que constituyen una unidad formadora de placas es de 10 000. Esto
no necesariamente significa que hay una particula virica completa por
cada 10 000 particulas defectuosas. Mas bien significa que esa es la
eficiencia de deteccion con que se cuenta en los diferentes sistemas de
ensayo del virus rabico. Si suponemos que la prueba de placas detecta
una particula completa por cada diez presentes (o que constituye un
margen mas que generoso), entonces la proporcion de particulas
completas a particulas defectuosas seria de 1: 1000. Aun asi, la
cantidad de particulas incompletas es muy elevado. Esto condicionaria a un
marcado fenémeno de Von Magnus (38). algunos autores lo han
observado (11) en tanto que otros consideran que el virus rabico es
insensible a él (37). Las particulas incompletas mezcladas con
particulas completas condiciona tres tipos de interaccién con las células, con
tres resultados diferentes: a) Infeccion de una célula susceptible por una
particula completa solamente. Este tipo de interaccion conduce a una infeccion
productiva en la que se producird la consabida proporcion de 1000
particulas T por cada particula B, b) Infeccién de una célula susceptible
por una particula completa y una particula incompleta. Este tipo de
interaccion conduce al acumulo de material tefiible por inmunofluorescencia en
el citoplasma pero no a una -infeccion productiva, y e) Infeccion de una célula
susceptible solamente por una particula incompleta. Este tipo de interaccion no
produce cambios en las células pero produce una pérdida temporal de la
susceptibilidad. Las tres posibilidades arriba anotadas hacen caso omiso del
ciclo celular como factor de suceptibilidad y consideran a la célula
susceptible todo el tiempo. Por otra parte, también hace caso omiso de la
infeccion de la misma célula por vanas particulas virales de un mismo tipo; esto
altimo por considerarlo irrelevante en cuanto al resultado de la interaccion. La
susceptibilidad celular, desde luego, juega un papel que pudiera ser
importante (no se ha investigado este aspecto) pero en este caso
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solamente produciria confusién. Dado el alto nimero de particulas
virales incompletas por cada particula completa (mil a uno, segun se
ha indicado), la posibilidad de una interaccion del primer tipo y que
conduce a infeccién productiva es practicamente nula en altas
multiplicidades de infeccion desde 1 UFP / célula como Se han
empleado (14), en tanto que a medida que se emplean menores
multiplicidades 0.1 UFP/célula o inferiores, las probabilidades
aumentan. Si el criterio de evaluacion referente al porcentaje de
células infectadas es la inmunofluorescencia, la prueba detectara el
primer y segundo eventos, a y b. Si el criterio es produccién de virus
infectante, la prueba es una medida indirecta del primer evento, a, solamente.
Es obvio que en ningln caso se lograra el 100% de infeccién. En
altas multiplicidades, por que hay demasiadas particulas incompletas
y a bajas multiplicidades, por la sencilla razén de que no hay sufi-
cientes particulas completas para ello. La explicacién es razonable dado que se
ajusta a las observaciones actuales en tanto que predice que aun cuando se
empleen células sincronizadas, nunca se logrard una primera infeccién
involucrando al 100% de las células. El tercer tipo de interaccion, e,
implica una resistencia temporal por parte de la célula, debido a que la
célula infectada se haya ocupada sintetizando ARN mas corto que el
viral y que es el que contienen las particulas T. Eventualmente toda
esta actividad metabdlica inutil, cesa dentro del citoplasma celular y
la célula destruye estas estructuras andmalas y recupera su susceptibilidad,
justo a tiempo para ser infectada por la segunda generacion de virus.

Segln evidencia de microscopia de fluorescencia, la adherencia y
penetraciéon del virus a la célula susceptible ocurre bastante rapido
después de ponerse en contacto (37). Existe una diferencia importante entre
cepas. La adsorcion tarda de dos a tres horas en virus no adaptados a cultivos
celulares, pero tarda unos pocos segundos en virus adaptados (37). Después
de la penetracion ocurre la denudacion. Esta fase del ciclo del virus
rabico no ha sido examinada en detalle. En el caso del virus de la
Estomatitis Vesicular (VEV), el ARN purificado no es infeccioso.
Baltimore concluy6 de estas observaciones, que el &cido nucleico del VEV es
"antimensaje” y que requiere de una ARN replicasa (ARN ~polimerasa
dependiente del ARN) para la replicacion del acido nucleico (39)
gue cuando se buscé la enzima, se encontré efectivamente formando
parte de virion (40).

El virus de la rabia, también contiene ARN no infeccioso, pero en él no se
ha encontrado una ARN replicasa similar (10). Mondragn y
Hernandez (3) conjeturaron que la replicasa de VEV inactivado con
luz ultravioleta podria ser utilizado intracelularmente por el virus
rabico
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para acortar el periodo de infeccién. En el sistema de trabajo empleado
por estos autores (3) el periodo de latencia del virus rébico fue de 22
horas y del VEV inactivado, fue de 20.5 horas. El efecto observado en
un trabajo preliminar como éste, puede explicarse de muchas formas,
pero el hecho de que haya habido efecto reproducible es interesante de
por si. El problema no resuelto en el caso del virus rabico, es como
ocurre la primera sintesis de proteinas. Con el "antimensaje" viral esta
sintesis es imposible; y asi, 1) O bien el virus tiene por 10 menos una
parte de su genoma como "mensaje” para codificar su ARN replicasa; o
2) Tiene una ARN replicasa que sélo se activa intracitoplasmicamente y
los infructuosos esfuerzos que se han hecho para revelar su presencia
han sido inadecuados o, por Gltimo 3) El virus de alguna forma logra
extraer una ARN replicasa del nucleoplasma, llevarla hasta el
citoplasma y ahi hace interactuar su ARN con ella.

Independientemente del procedimiento de replicacion del acido
nucleico que el virus rabico siga y en la actualidad no se cuenta con
evidencia que apunte hacia ninguna de las posibilidades-, el hecho es
gue ocurre. Una vez que se encuentra el ARN complementario, mensaje, en
el citoplasma, se inicia la sintesis de proteinas tempranas. Generalmente
las proteinas tempranas de los virus incluyen inhibidores de
macromoléculas celulares y polimerasas de &cidos nucleicos. En el
caso del virus rabico no ocurre la inhibicion de sintesis de proteinas.
Quiza la Unica proteina temprana que produce el virus es la ARN
replicasa que necesita para empezar a acufiar unas copias tanto del
ARN vira! como del complementario. Tan pronto como se encuentran
suficientes mensajes disponibles, se inicia la sintesis de proteinas tardias
que son principalmente proteinas precursoras y la enzima ensambladora
de que se ha hablado antes. Cabe preguntarse cdmo es que los
ribosomas celulares logran distinguir ARNm viral si no ha
desaparecido el ARNm celular. Le bastaria al virus producir suficientes
copias de ARNm viral para impedir casi por completo la sintesis de
proteinas celulares. En realidad. asi ocurre. En presencia de la infeccion, la
célula continda sintetizando proteinas celulares al punto de que es capaz de
dividirse aun estando infectada, dando lugar a infecciones crénicas y a
cultivos "portadores"” del virus (14). La sintesis de proteinas precursoras
acumuladas en el interior del reticulo endoplasmico granular es el primer
cambio visible en las células infectadas (figura 4), esto ocurre entre las
ocho y catorce horas después de la infeccion. A las 16 horas después de la
infeccion, aparecen en el citoplasma las llamadas matrices virales que son
los corpusculos de inclusién detectables por inmunofluorescencia. Como ya
se ha
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indicado antes (vide supra, 11-2) estas matrices virales consisten de
nucleocapsides ya ensambladas, o sea que ya ha ocurrido el proceso de
formacién de las mismas. Simultaneamente a la aparicion de las primeras
matrices virales empieza a ocurrir la gemacién viral en la membrana
plasmatica de la célula. Los viriones se observan primero en cantidades
discretas ¥ més tarde en cantidades verdaderamente extraordinarias (figura
7), esto ocurre entre las 16 y las 24 horas. Si bien éste es el fin del periodo
de latencia, no es el fin del ciclo de infeccién, ya que después de esto
ocurren numerosos cambios morfolégicos en las células infectadas que
ayudarian a explicar observaciones disimbolas de otros autores (14, 41). El
punto medio de la infeccion, que va de las 24 a las 72 horas, es cuando la
célula infectada produce la mayor cantidad de virus rdbico. Este virus esta
representado en su mayoria por virus defectuosos (11) encontrandose rara
vez entre ellos a una particula de longitud adecuada para constituir una
particula B. (figura 7, en circulo). Después de las 72 horas, la célula puede
seguir el camino de dividirse, con lo cual diluye con citoplasma nuevo y en
dos células, todos los componentes virales que contiene. Con esto se
establece el cultivo crénicamente infectado en el que las células continuan
dividiéndose y produciendo virus esporadica o continuamente (11, 14). En
caso de que la célula no se divida, por falta de medios nutritivos en el
cultivo, etcétera (,las células infectadas continuan alimentandose como 10
evidencia las vacuolas pinocit6ticas que aun entre los virus, se forman),
ocurre el dltimo paso, que es la degeneracion celular. La degeneracion
celular va precedida de una serie de cambios. El sitio de ensamble cambia
de la membrana plasmaética a estructuras membranosas intracitoplasmicas
como son el reticulo endoplasmico (figura 9) en vacuolas (figura 6) y por
Gltimo en sitios libres de membranas, como los bordes de las matrices
virales (figura 8). Todos estos sitios anémalos de multiplicacién viral
producen virus de caracteristicas poco estudiadas. No se sabe si es virus
viable o no. Sokol considera que los virus intracelulares contienen una
mayor capacidad hemoaglutinante (I0). Probablemente sean virus
incompletos, como lo evidencia el alto porcentaje de formas andmalas;
formas de L, y formas tubulares con ambos extremos abiertos (12) asi
como virus mas gruesos de lo normal (figuras 8, 9 Y 10). Finalmente el
virus deja de madurar en la membrana citoplasmica, la maduracion en este
sitio cesa, y se transforma en un ciclo de maduracion intracitoplasmica
exclusivamente (figura 10). Aparentemente este cambio del sitio de
maduracién viral es asimismo una sefial para la destruccién celular. De esta
manera, la citolisis seria un proceso muy tardio del ciclo de infeccién
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viral que ocurre después de las 120 horas de infectada la célula. La
figura 11 es una representacion esquematica del ciclo de infeccién
como se ha descrito, y las micrografias electronicas (figuras 4 a la 10)
son la ilustracion gréafica de las observaciones efectuadas.

2. Efecto de la multiplicidad de infeccién sobre el periodo de latencia

Se ha mencionado que el periodo de latencia de un virus es el
lapso que transcurre desde el momento en que el virus infecta a las
células y desaparece del medio de cultivo, hasta el momento en que
aparece la progenie (vide supra, I11-1). Se ha mencionado también que
el periodo de latencia del virus rabico es de 16 horas. Esto contrasta
con el periodo de latencia del virus de la Estomatitis Vesicular, que es
de sélo seis horas, o sea diez horas méas corto que el del virus rabico.

El periodo de latencia del virus rabico puede ser marcadamente
influenciado por la multiplicidad 'de infeccion, asi como por la cepa de
virus de que se trate, el grado de adaptacion a cultivos celulares y
desde luego al tipo de células empleadas en su cultivo y adaptacion.
Kaplan (31) utilizando la cepa HEP adaptada" células Nil-2 encuentra
un periodo de latencia de 16 horas a altas multiplicidades de infeccién

Sin embargo, este mismo autor reporta estudios de microscopia
electronica €/l los que observa virus madurando en grandes cantidades en
la membrana de células infectadas seis horas después de la infeccidn
(42)'; el sistema célulo-viral empleado no es detallado por los autores.
Mdndragon y Hernandez (3) por otra parte, empleando un sistema de
virus V-319 y células 13S clona 3 (derivada de BHK-21) encuentran
un periodo de latencia de 22 horas a bajos niveles de multiplicidad; del
orden de 0.1 UFP/célula. Si bien es posible causar una variacién en el
periodo de latencia del virus rabico segin la multiplicidad de infeccion, el
impacto de este tipo de procedimientos sobre el virus de progenie producido
bajo diferentes condiciones no es muy claro todavia. Es necesario tomar
muy en cuenta la multiplicidad de infeccion que han empleado dos
autores diferentes antes de proceder a comparar sus resultados. La
diferencia de observaciones muy bien pudiera explicarse con base en este
parametro solamente. Por ejemplo. Hummeler et al., (41) encontraron
que el virus HEP en cultivos celulares madura principalmente en el- cito-
plasma y rara vez en la membrana celular, en tanto que Hernandez B. (11)
encuentra exactamente lo opuesto, 0 sea que el virus madura principalmente
en la membrana plasméatica y ocasionalmente en el Citoplasma.
Independientemente de algunos errores de técnica que
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ya se han sefialado antes (5) los dos autores se encuentran en polos opuestos en
cuanto a la multiplicidad de infeccién y por si fuera poco, el tiempo de
observacion es diferente; Hummeler et al., observan sus células a los cinco
dias, en tanto que Hernandez concluye que el maximo tiempo que dura una
célula adherida al monoestracto después de la infeccion es de 120 horas. ¢ Es
sorprendente que Hummeler et al., encuentren formas aberrantes de virus como
forma principal de maduracion viral?; dadas las circunstancias ciertamente
no.

Existen varias explicaciones posibles para que una alta multiplicidad de
infeccion cause una reduccion en el periodo de latencia. Una alta multiplicidad
de infeccion aumenta la probabilidad de que una sola célula sea infectada
simultaneamente por varias particulas completas. Si éste es el caso, las
proteinas tempranas que sean traducidas en los genomas progenitores, se
encontrardn en mayor concentracion, la iniciacion simultanea de la sintesis de
ARN en el citoplasma podré producir en menor tiempo la concentracion minima
de este producto viral para iniciar la sintesis de proteinas tardias, lo cual
a su vez haria que las proteinas precursoras lleguen a la concentracion
minima de auto ensamble y formacion de nucleocapsides en las matrices
virales. Si bien el resultado de esta situacion causaria una reduccion en
el periodo de latencia, también podra tener una reduccién en el tiempo de
sobrevida de la célula infectada y el resultado final puede ser una menor
produccion total de virus viable (Herndndez, 1977, observaciones no
publicadas) ..

3. Efecto de los cultivos primarios y lineas celulares sobre el crecimiento
del virus

Aparentemente el virus de la rabia es un virus defectivo. Esto es
evidenciado en la actualidad tanto por la longitud de su periodo de
latencia como, de acuerdo con la informacion disponible, por la
ausencia (de una ARN reolicasa. Se han sefialado ya (vide supra, 111-1)
las posible~s formas en que se podria iniciar el ciclo de infeccion en la
célula. La posibilidad de que el virus rabico "active" o utilice una ARN
replicasa celular extrayéndola del nucleoplasma, halla una confinnacién
indirecta en la observacion de que los titulos de virus rabico tienden a
ser mayores cuando las células se infectan en suspensién, se siembran
en recipientes y se les deja crecer hasta formar un monoestrato
confluente.

Esto pareceria indicar que la mitosis celular, al desorganizar tem-
poralmente la estructura nuclear vaciaria el nucleoplasma en el
citoplasma y hada temporalmente disponible la ARN replicasa para
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ser empleada por el virus. ; Como es entonces Que el virus de la rabia
se multiplica en las neuronas si es bien sabido que las neuronas son
células especializadas que no se dividen? Esto nos debe servir quiza
como advertencia de que no todas las observaciones de cultivos
celulares con el virus de la rabia pueden extrapolarse directamente y
sin cambio a lo que ocurre en un animal.

Los cultivos celulares tienen varios tipos de influencia sobre el
cultivo de virus rdbico. En primer término, el tipo de células per se
tiene una influencia sobre la produccion de virus rabico. En general
puede decirse que el cultivo de células primarias produce poco virus.
Todos los cultivos celulares que han sido estudiados son susceptibles,
cuando son células de mamifero (14). El virus rdbico ha llegado
inclusive a adaptarse a células de serpiente, tortuga y otros animales
poikilotermos (14). Las Lineas celulares de origen de hamster (Cricetus
aureus) y modificadas por el virus del polyoma y que por ello han
adquirido por asi decido, la inmortalidad (23,43), las células BHK-21,
13s, Nil-2, etcétera son consistentemente mejores productoras de virus rabico
(14). Los cultivos de células primarias, aun en el mejor de los casos
producen el 10% del virus de las lineas celulares de hamster. Es
conocido el hecho de que las lineas celulares de hamster, contienen estructuras
semejantes a virus particulas radiales, en forma normal. No se sabe el papel
gue estas "particulas radiales" (44) juegan en la funcion celular, pero bien
pudieran ser virus asociados o auxiliares del virus rabico, de la misma manera
que el virus de la coriomeningitis linfocitaria del ratén actia como auxiliar in
vivo (44).

El pH del medio de cultivo tiene influencia sobre el titulo final del
virus. Los pH alcalinos de 7.6 a 8.0 a inicio de la infeccion parecen tener un
efecto importante en el titulo final del virus (14). Independientemente
del tipo de Buffer o tampon del medio de cultivo, el valor de pH es mas
importante que el tipo de sales involucrado. La suplementacién proteica
del medio es importante en el titulo final de virus. En este caso si hay una
influencia definitiva del tipo de proteina involucrado. Es méas efectivo, por
gjemplo, el hidrolizado de lactoalbimina Que el suero en la alta
produccién viral (14). La temperatura también tiene influencia en la
produccion de virus. La produccion de virus mejora considerablemente a 32°
C., con respecto a la obtenida en el mismo sistema y tiempo a 37° C.

Finalmente, la multiplicidad de infeccion tiene influencia- sobre las células
con valores superiores a 10 UFP /célula, en que empieza la produccién de
interferon. El interferén en el medio de cultivo tiene un efecto muy marcado
sobre la produccion final de virus (14) (Hernandez, observaciones no
publicadas).
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Con las consideraciones arriba anotadas, en las que se han sepa: rado

claramente las hipotesis e interpretaciones del autor de los hechos
concretos, se espera ayudar a los investigadores que estudian el com-
portamiento del virus rabico en cultivos celulares y su morfologia,
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