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CAPITULO 1

Caracteristicas generales de los virus
Cecilia M. Galosi, Nadia A. Fuentealba

Los virus pueden considerarse como un conjunto complejo de macromoléculas organicas
(acido nucleico y proteinas), ordenadas tridimensionalmente, que no pueden replicarse fuera de
células vivas. Son considerados organizaciones bioldgicas que habitan la “entrevida”, un
espacio incierto entre lo vivo y lo inerte.

Las primeras caracteristicas diferenciales de los virus con otros agentes fueron: el tamafio
estimado por su capacidad de atravesar filtros con un tamafio de poro que retienen a las
bacterias y su incapacidad para reproducirse en medios biolégicos inertes (como lo son los
medios para cultivos de bacterias), requiriendo de células para su propagacion. Hoy en dia,
se sabe que estas caracteristicas no alcanzan para diferenciar a los virus de otros agentes
biologicos, ya que existen bacterias cuyo tamafio puede ser similar al de los virus mas
grandes como Chlamydia y Rickettsia, que también son parasitos intracelulares obligados. La
organizacién y composicion de las particulas virales ofrecen por si caracteristicas

diferenciales importantes:

e Poseen un solo tipo de acido nucleico: ADN o ARN.
e Tienen una estructura simple y estatica.

e Su tamafo es relativamente pequefio con respecto al de otros agentes bioldgicos y

oscila entre 20 y 400 nm (1 nandémetro = 10° m).
¢ No tienen sistema metabdlico propio.

e Para su replicacién dependen de la maquinaria enzimatica de la célula hospedadora

por lo que se los considera parasitos intracelulares estrictos.

Ademas de su estructura tan simple y particular, el modo de replicacién de los virus, tal vez,
sea la caracteristica que justifica que tengan un lugar propio en la escala biolégica. A
diferencia de lo que sucede con las células, en el momento de su multiplicacion, los virus no

aumentan de tamano para su posterior division binaria, por el contrario, la particula viral es



desintegrada y luego se generan copias decada uno de sus componentes (proteinas y acido
nucleico) para finalmente, dar lugar a multiples copias de particulas (progenie) similares a la
original (Tabla 1).

Los virus (del latin: veneno) estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, afectando a los
organismos de los reinos animal y vegetal, protistas y hongos. Pueden infectar a células

eucariotas (virus animales y vegetales) como asi también a células procariotas (bacteriéfagos).

Tabla 1: Algunas diferencias entre virus, eubacterias, micoplasmas, clamidias y
rickettsias.’

Caracteristica Virus Eubacterias Micoplasmas | Clamidias | Rickettsias
Tamafo 20-400 nm 0,7a 10 ym 250 nm 300 nm 1um
Acido. Nucleico ADN o ARN Ambos Ambos Ambos ambos
Fision binaria no Si Si Si si
Enzimas del

no Si Si No si
metabolismo energético
Presencia de ribosomas No Si Si Si si
Replicacion en

no Si Si No no
medios inertes

Estructura viral

El genoma esta constituido por acido nucleico, el cual varia entre las diferentes familias
virales. Puede ser ADN o ARN, de cadena simple o doble, lineal o circular y de sentido positivo
(+) o negativo (-).

El material genético estd rodeado por una capa proteica denominada cépside, constituida
por copias de un numero determinado de proteinas codificadas por el genoma viral, que se
ordenan en unidades llamadas capsémeros. El ordenamiento final de las proteinas de la capside,
define la pertenencia a alguna de las siguientes simetrias: icosaédrica, helicoidal o compleja.
Algunas proteinas se asocian tan estrechamente al acido nucleico que se denominan
nucleoproteinas y constituyen la nucleocapside. Algunos virus (ej: adenovirus) pueden tener
proyecciones (fibras) en la capside, generalmente en los vértices del icosaedro.

Rodeando a la capside, en algunas familias virales, existe una membrana que proviene de
la membrana modificada de la célula donde se replicé el virus y que se denomina envoltura
(envelope). Esta membrana se puede originar tanto de la membrana plasmatica (ej.: Virus

de la influenza) como de la nuclear (ej.: herpesvirus), esta formada por una bicapa lipidica y

'Modificado de Carballal G, Oubifia JR. -Eds-. Virologia médica. Ciudad Autonoma de Bs As, Argentina. 4ta Ed. 2015
Corpus Editorial.




posee glicoproteinas (proteinas + hidratos de carbono) con caracteristicas antigénicas
propias del virus y, en muchos casos, forman parte de ciertas proyecciones denominadas
espiculas (Figura 1).

Los virus envueltos son mas sensibles a las condiciones ambientales, pH extremos y a los

solventes organicos debido a la estructura lipo-glico-proteica de la envoltura.

Simetria helicoidal

Desnudo ( Rhabdovirus ) Envuelto (Orthomixovirus)

Envoiturs
on proyectiones
(ezphouiaz)

Simetria icosaédrica

Desnudo (Adenovirus) Envuelto (Herpesvirus)

Simetria compleja

Cusmpos
lateraes

Poxvirus

) . L2
Figura 1. Esquemas representativos de las estructuras de los virus

Nomenclatura y taxonomia

El nombre de los virus obedece a diferentes consideraciones. En algunos casos esta
relacionado a la enfermedad que producen (gj.: el poliovirus que se llama asi porque produce
la poliomielitis), a palabras compuestas (ej.: Papovavirus que corresponde a la contraccion de
los nombres papiloma, polioma y vacuolizante), al nhombre de los descubridores (virus de
Epstein-Barr) o hacen referencia al tejido de donde fueron aislados (ej.: adenovirus debido a

que fue aislado de adenoides humanas). También puede deberse a las caracteristicas

2 Modificado de Carballal G, Oubifia JR. Virologia médica. Ciudad Auténoma de Bs As, Argentina. 4ta Ed. 2015 Corpus
Editorial.



estructurales (ej.: coronavirus pues parte de su estructura se asemeja a una corona), al tamafio
(ej.: parvovirus ya que parvo: pequefo), o a una derivacion del lugar donde se detectaron por

primera vez (ej.: virus Sendai o el hantavirus -del Rio Hantan-).

Debido a estos diferentes criterios para nombrar a los virus y ante la necesidad de utilizar
reglas significativas, la taxonomia viral es “quien puso orden” para su identificacion,
clasificacion y agrupamiento sistematico, en categorias que revelan vinculacion entre ellos. En
1973, se cred el Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) que clasificd a los virus

agrupandolos de acuerdo a los siguientes criterios:

e La naturaleza del genoma viral (ADN, ARN).
e Numero de cadenas del genoma viral (una cadena o dos cadenas).
e Propiedad de realizar transcripcién inversa.
e Polaridad del genoma viral (si son de una cadena que pueden ser positiva (+) o
negativa (-).
De esta forma, se crean diferentes clases de virus, diversas familias y numerosos géneros
(http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp). El sistema utiliza una serie de taxones (como se

indica en negrita) seguido de un sufijo especifico (subrayado):

Orden (-virales)
Familia (-viridae)
Subfamilia (-virinae)
Género (-virus)
Especie

Ejemplo:
Orden: Herpesvirales
Familia: Herpesviridae
Subfamilia: Alphaherpesvirinae
Género: Simplexvirus

Especie: Humanalphaherpesvirus 1

Otro tipo de clasificacion es la denominada Clasificacion de Baltimore, basada en el modo

de replicacion de los genes y su expresion. Nos referiremos a ella en la proxima seccion.



Replicacién viral

Los virus son parasitos intracelulares obligados ya que carecen de organelas que les
permitan una vida autétrofa. La cinética de replicacion viral varia dependiendo del tipo de
genoma que posea el virion. Para multiplicarse, deben recorrer en la célula dos caminos
metabdlicos: el camino de las proteinas y el camino del genoma vy, para ello, se requiere de la
interaccién entre los distintos compartimentos celulares y las macromoléculas virales.
Dependiendo de la adaptacion realizada entre los virus y las células que los hospedan, algunos
tienen replicacién estrictamente citoplasmica, mientras que otros alcanzan el nucleo celular.

La produccion de particulas virales requiere que la célula sintetice ARNm y, para ello, se
utiliza la maquinaria biosintética celular. La célula eucariota sélo posee las enzimas que
producen ARNm a partir de ADN de doble cadena, por esta razén, en caso de que el virus
posea un genoma diferente, debe aportar las enzimas necesarias para el proceso
mencionado.

Las proteinas virales son sintetizadas en los ribosomas libres en el citosol o en los
asociados al reticulo endoplasmico rugoso y luego son transportadas por sistemas de vesiculas
hacia los distintos componentes del aparato de Golgi, en donde son modificadas por el sistema
enzimatico mediante un proceso de “maduracién”. La proteina madura tendra la funcion de
proteina estructural (aquellas que van a formar parte de la capside viral, proteinas de la
envoltura internas y externas) o no estructural (enzimas).

Por convencion, se denominan cadenas gendémicas (+) a aquellas que se escriben en
direccion 5°-3’ o en el caso de los ARN aquellos que se reconocen como ARNm.

Las familias virales se organizan de acuerdo a la composicion gendmica en 7 grupos
arbitrarios. Esto se conoce como la “Clasificacion de Baltimore” y consiste en agrupar a los
virus teniendo en cuenta el modo de replicacién de los genes y su expresion. En esta
clasificacion, el ARNm juega un papel central, de modo que los virus de cada grupo siguen el
mismo camino para la sintesis del ARNm.

Todos los virus, independientemente de cual sea su genoma y el mecanismo de
transcripcion, confluyen en la produccién a nivel intracelular de ARNm para la sintesis final de
proteinas virales.

Segun la clasificacion de Baltimore cada grupo viral se asigna en nUmeros romanos:

Grupo [: virus con genoma de ADN de cadena doble (familias Adenoviridae, Herpesviridae,
Papovaviridae, Poxviridae). Las familias Adenoviridae y Herpesviridae replican en el nucleo
celular, mientras que la familia Poxviridae replica en el citoplasma y posee sus propias enzimas

para la replicacién gendémica.

ADNcd ——> ARNm ——> proteinas

ADN cd



Grupo II: virus con genoma de ADN de cadena simple (familia Parvoviridae). La replicacion de
esta familia viral se realiza en el nucleo. En primer lugar se sintetiza la cadena complementaria
de ADN que a su vez sirve de molde para la sintesis de genoma viral y para la sintesis de
cadenas de ARNm.

ADN cs ADNcd ——> ARNm ——> proteinas

V

ADN cs

Grupo llI: virus con genoma de ARN de cadena doble (familia Reoviridae). El genoma de los
miembros de esta familia viral es segmentado. Cada segmento se transcribe en forma

independiente, para producir un ARNm.

ARNcd ——> ARNm ——> proteinas

ARN cd

Grupo IV: virus con genoma de ARN de cadena simple y sentido positivo (+) (familias

Astroviridae, Caliciviridae, Coronaviridae, Flaviviridae, Picornaviridae, Togaviridae).

ARN+ ——> proteinas

ARN - (intermediario replicativo)

\’

ARN +

Grupo V: virus con genoma de ARN de cadena simple y sentido negativo (-) (Familias
Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae).
Estos virus requieren de una ARN polimerasa ARN dependiente.

ARN- —> ARNm ———> proteinas

\’

ARN + (intermediario replicativo)

\’

ARN -



Grupo VI: virus con genoma de ARN de sentido (+) y ADN intermediario (familia
Retroviridae). Son los unicos virus diploides en los que el ARN no se expresa como mensajero

sino que sirve de molde para la transcripcion inversa.

ARN+ ——> ADN cd (integracion) —> ARNm —>  proteinas

V

ARN +

Grupo VII: virus con genoma de ADN con ARN intermediario (familia Hepadnaviridae). Como

los retrovirus también hacen retrotranscripcion pero se lleva a cabo durante el proceso de

maduracion viral.

ADNcd ——> ADNcd ——> ARNm ——> proteinas

\’

ADNcs ——> ADNcd

Etapas de la replicacion viral

Para poder comprender la patogenia de la infeccion viral es importante conocer como es la
secuencia de acontecimientos en el interior de la célula hospedadora. Si bien las etapas que se
enumeran a continuacién no constituyen un esquema rigido y Unico, sirven como organigrama

general:

Unidn, anclaje o adsorcion de los viriones a la célula

Depende de la interaccion fisica entre el viridn y la superficie de la célula hospedadora. El virus
aporta las proteinas de unién y las células los receptores y co-receptores de membrana. Este
paso involucra el concepto de afinidad entre virién y célula, lo que nos explica la causa por la
que los virus pueden ser selectivos de érgano o tejido (tropismo) y porque hay agentes que
causan infecciones localizadas o generalizadas. Los virus evolucionaron para aprovechar una
variedad de glicoproteinas de membrana como sus receptores. Existe suficiente evidencia que
indica que algunos virus emplean mas de un receptor celular y si estan situados en diferentes
tipos celulares explicaria el mayor tropismo del virus. Ademas, hay receptores secuenciales en
el mismo tipo de célula, es decir: un receptor de “rango amplio” con el cual el virus establece el
primer contacto y receptores de “rango estrecho” que estdn mas intimamente ligados a la

membrana celular facilitando la entrada del virus por fusion.



Penetracion

Se refiere a la internalizacién de la particula viral en la célula. Depende del suministro de
energia y ocurre inmediatamente después de la adsorcion. Involucra uno de los siguientes
mecanismos: a) endocitosis de la particula viral y b) fusion de la envoltura viral con la
membrana celular. Los virus desnudos utilizan en general la endocitosis y los virus envueltos en su
mayoria lo hacen por fusion. Existe un tercer mecanismo que sucede generalmente en las plantas,
que consiste en el paso directo del virus completo a través de la membrana plasmatica celular, se

cree que aprovechando aberturas causadas por dafio mecanico.

Virus desnudo A

- & - @ — ®
Membrana
plasmatica Receptor

Virus envuelto % @ @
A —» —
—
Membrana Receptor B
plasmatica

Figura 2. Esquemas representativos de las etapas de adsorcion y penetracion de los virus desnudos y envueltos a la
célula hospedadora. A: mecanismo de endocitosis; B: mecanismo de fusion

Decapsidacion o desnudamiento

El acido nucleico se libera de la nucleocapside como asi también lo hacen las transcriptasas
en aquellos virus que las poseen. En general, participan enzimas de la célula hospedadora y es
un prerrequisito para la expresion del genoma viral. Es una etapa critica para el virus debido a la

existencia de nucleasas en el citoplasma celular que pueden destruir la informacién genética viral.

Transcripcion

Se define transcripcion al proceso por el cual se transfiere la informacion genética contenida
en una secuencia de acido nucleico a la secuencia de una proteina. Este paso requiere la
formacion de un ARNm a partir de una molécula de ADN; en los virus que poseen ARN (+), el
genoma se comporta como un ARNm, por lo tanto puede ser usado directamente para la

sintesis de proteinas. En los virus con ARN (-) el material genético posee la secuencia de

% Modificado de Carter JB y Saunders VA. Virology: Principles and Applications, 2007. West Sussex, England John
Wiley & Sons Ltd.



nucleétidos necesaria para la sintesis del ARN complementario, el cual funcionard como
mensajero. Este ARN (-) requiere de una ARN polimerasa ARN dependiente (transcriptasa) que
es codificada por el virus. Estas enzimas cumplen con funciones de replicacién cuando la
funcion es la de copiar el ARN viral para formar nuevos genomas. Cuando las enzimas
producen ARNm se designa que tienen una funcién de transcripcion. La mayoria de los virus

ADN se multiplican en el nucleo y utilizan la enzima celular ARN polimerasa ADN dependiente.

Traduccion

El ARNm, tanto de virus ARN como ADN, es traducido dando lugar a la sintesis de proteinas.
La biosintesis de las proteinas virales se lleva a cabo en el citoplasma y lo hacen los ribosomas
celulares. En general, las primeras proteinas traducidas son las requeridas para la replicacion del
acido nucleico viral y son las denominadas proteinas no estructurales; otras son las inhibidoras
de la sintesis de los componentes celulares. En algunos virus se producen oncoproteinas que
llevan a la transformacion celular y también pueden producirse viroquinas que aumentan la
virulencia, inducen el tropismo celular y bloquean el sistema inmune del hospedador. Las
proteinas sintetizadas mas tardiamente son en general, las denominadas proteinas estructurales.

En la figura 3 se resumen las etapas de transcripcion y traduccién de virus ADN y ARN.

Virus eucariotas

Virus ADN
""‘-—~.. ARNm Traduccion

Virus ARN "—'-“. /

] e
.

. poro nuclear
Virus ADN
|Traduccic’m I EMEHG
____d;’:.:j%_endopiasmétco

rugoso

Golgi @@

glicoproteinas

Figura 3. Esquema representativo de las etapas de transcripcion y traduccion de los ADN y ARN*

Replicacion

Durante esta fase tiene lugar la sintesis de ARN o ADN viral que sigue el modelo de Watson

y Crick de bases complementarias. En el caso de virus con genoma ADN pueden utilizar la

“Modificado de Carter JB y Saunders VA.Virology: Principles and Applications, 2007. West Sussex, England John Wiley
& Sons Ltd



ADN polimerasa de la célula o poseer su propia ADN polimerasa. En el caso de virus cuyo
genoma es ARN, se utilizan replicasas que tienen como funcion la formacion de ARN a partir
de cadenas complementarias o intermediarios replicativos que sirven de molde. Las estrategias

utilizadas por los virus de diferentes grupos fueron descritas en la Clasificacion de Baltimore.

Ensamblaje

Durante esta fase se organizan las macromoléculas virales (proteinas y acidos nucleicos)
tendientes a la formacién de viriones maduros. Los pasos durante el ensamble viral deben ser
estrictamente respetados ya que de esto depende la continuidad del virus en la naturaleza. La
nueva particula es construida de modo tal que le permita una interaccion facilmente reversible
para llevar adelante todo el proceso replicativo que se desarrollara en otro hospedador
susceptible. El ensamblaje significa diferentes desafios de acuerdo a cada familia viral y
aquellos virus que no lo logren, no seran capaces de infectar a nuevos hospedadores,
denominandose genéricamente a los mismos como particulas defectivas. En el caso de
particulas virales con envoltura, la nucleocapside se organiza y ensambla por debajo de la
membrana celular, donde estan localizadas las glicoproteinas virales. En el caso de virus

desnudos, la capside se ensambla alrededor del genoma viral.

Liberacion

Durante esta fase ocurre la salida de los viriones infectantes mediante dos procesos
posibles: citdlisis o brotacion. Este ultimo, es una endocitosis inversa (exocitosis) que si no

produce dafio a la membrana celular puede conllevar a infecciones latentes (Figura 4).

La replicacién viral es un proceso complejo y variado, que depende fundamentalmente

del tipo de acido nucleico y de la organizacién genética de cada virus en particular.
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Figura 4. Esquema representativo de las etapas de transcripcion y traduccion de los ADN y ARN®

Patogenia de las infecciones virales

Conociendo el vocabulario

Con el objetivo de que esta seccion sea comprendida claramente definiremos algunos
términos de uso corriente.

El término patogenicidad deriva del griego Pathos y gene que significan enfermedad y
génesis, o "dar origen a". En ofras palabras, implica la capacidad de un agente (en este caso
un virus) para producir enfermedad. Por ejemplo el virus del sarampion es un agente altamente
patégeno, ya que sobre un numero determinado de individuos infectados y no inmunizados
previamente, la gran mayoria de ellos desarrollara el cuadro clinico caracteristico. Por el
contrario, a modo de ejemplo, el virus de la poliomielitis, cuando infecta a lactantes menores de
un ano produce infecciones subclinicas o inaparentes, siendo —por ende- su patogenicidad
practicamente nula en este grupo etario. Muchos autores utilizan como sinénimo los términos
patogenicidad y virulencia, sin embargo se debe diferenciar uno del otro. El término virulencia
es la cuantificaciéon de dicha capacidad del virus.

El término patogenia se refiere a los mecanismos de generaciéon del dafio o enfermedad, en
este caso, producidos por una infeccién viral. La patogenia estudia las rutas que recorre el virus
para llegar a las poblaciones celulares y los mecanismos que utiliza para dafarlas. El dafio puede

ser diferente en cada uno de los sitios o niveles donde llega y puede traducirse en signos que

® Modificado de Carter JB y Saunders VA .Virology: Principles and Applications, 2007.West Sussex, England John Wiley
& Sons Ltd



caracterizan a una determinada enfermedad. En cada uno de los niveles patogénicos, el virus
debe ir superando distintos obstaculos que antepone el sistema inmune del hospedador, tales
como la barrera cutaneo-mucosa, células, sistemas y distintos efectores del sistema inmune
innato como adaptativo y la biologia de la célula susceptible para poder avanzar al siguiente nivel.
Cuando todos los niveles patogénicos son completados se puede producir la enfermedad o
muerte del hospedador, mientras que la falla para superar alguna barrera puede significar la
imposibilidad de infectar, una infeccién abortiva o una infeccién no productiva.

Se denominan células susceptibles aquellas que poseen el o los receptores y co-
receptores para que el virus pueda adsorberse y penetrar en ellas. Aquellas células que
ademas poseen los factores de transcripcidon que permiten la expresion de los genes virales se
denominan permisivas. Toda célula permisiva es susceptible pero no todas las células

susceptibles son permisivas (ver imagen representativa).

Receptor Receptor

Factores de
transcripcion

Célula susceptible y permisiva Célula susceptible

La infeccion viral debe alcanzar los érganos blanco que tienen receptores para los virus
infectantes y asi poder replicar en sus células. De esta manera, se originan las manifestaciones
propias de la enfermedad. La capacidad de un virus de invadir y replicar en un tipo celular
particular se denomina tropismo celular o tisular. Este tropismo de los virus por ciertos tejidos
fue utilizado anos anteriores para clasificarlos, por ejemplo, virus neurotrépicos (ej. virus de la
poliomielitis), virus dermatotropicos (ej. virus del sarampidn), virus respiratorios (ej. adenovirus),
virus entéricos (ej. enterovirus), etc. Posteriormente, se demostré que este tropismo no era
exclusivo y que muchas veces la manifestacion mas importante no correspondia a su
clasificacion. Asi, por ejemplo, la muerte por sarampion (denominado dermatotropico) se debe
generalmente a bronconeumonia, ya que el aparato respiratorio es uno de sus érganos blanco.
La forma mas habitual de presentacion de una infeccién por virus polio (denominado
neurotropico) es la asintomatica, enque el virus soélo se replica en el aparato digestivo, sin
alcanzar el sistema nervioso central. Las infecciones por adenovirus (virus respiratorio) pueden
provocar muerte por compromiso generalizado de higado, pulmén, encéfalo, etc.

La patogenia de un virus puede estudiarse a distintos niveles segun se considere como
hospedadora a la célula, al individuo o a la poblacién, es decir que puede ser analizada desde

una visién microscoépica o desde una vision macroscopica.



Patogenia a nivel celular (microscépica)

El dafo en las células infectadas afecta a los tejidos y 6rganos y constituye uno de los
elementos esenciales y determinantes en la patogenia. Los mecanismos de dafio pueden ser
directos, es decir por la accién de los virus, o indirectos, o sea debidos a otros factores,
especialmente los relacionados al sistema inmune.

En el dafio indirecto, el reconocimiento de alteraciones celulares como son la expresion de
antigenos en la superficie celular, disminucion o alteracién de proteinas propias, permite a las
células del sistema inmune innato (células NK, polimorfonucleares, macréfagos) y del sistema
inmune adaptativo (LT CD4 y/o CD8 citotdxicos), destruir a las células infectadas por virus. Los
anticuerpos especificos, una vez que reconocen células infectadas, son reconocidos por
distintos efectores inmunes (NK, LT CD8 citotoxicos y sistema del complemento) responsables
de la eliminacién de la célula infectada. Otro mecanismo indirecto muy importante esta
relacionado a la activacion de genes que controlan la muerte celular programada o apoptosis,
inducido externamente por las células del sistema inmune (NK y LT CDS8 citotéxicos) o
internamente por receptores especificos.

Cuando algunos virus infectan a las células producen diversas alteraciones que se conocen
con el nombre de efecto citopatico o citopatogénico (ECP) o actividad citopatica (ACP). Estos
cambios se suceden tanto en las células de los organismos vivos como en cultivos celulares in
vitro. A menudo este ECP es tan caracteristico que permite tener una idea aproximada del virus
que lo produce, por lo tanto esta propiedad es importante en el diagnéstico de laboratorio. Las
alteraciones que producen los virus en las células infectadas van desde aquellas que no
conducen en forma inmediata a la muerte celular, a las que destruyen la célula y se denominan

efectos citoliticos o lisis.
Los principales efectos citopaticos son:

e Lisis celular. La destruccion celular se debe fundamentalmente a la detencién de
la sintesis de macromoléculas celulares, por algunas proteinas virales. Con
posterioridad, durante la fase tardia del ciclo replicativo de ciertos virus, la
acumulaciéon de grandes cantidades de proteinas puede producir la inhibicién
general de los procesos de biosintesis de macromoléculas, tanto virales como

celulares, ocasionando la lisis y liberacion de gran cantidad de viriones (Figura 5).



Figura 5. Monocapa de células de linea L929 (fibroblastos de ratén) normales (izquierda) y monocapa de idénticas

células infectadas con el Virus diminuto del ratén (parvovirus) productor de efecto citopatico litico (derecha).

¢ Fusion celular. Ciertos virus codifican y poseen en su estructura, proteinas que
tienen la propiedad de fusionar membranas celulares. La presencia de estas
proteinas en la superficie de las células infectadas o la presencia de particulas
virales entre dos células vecinas permitira la fusién celular, dando origen a células
multinucleadas que reciben el nombre de células gigantes, policariocitos o
sincicios. Los virus como el del sarampion, el sincicial respiratorio, la mayoria de
los herpesvirus y algunos retrovirus, poseen este tipo de proteinas y son capaces
de pasar por contigliidad de una célula a otra (Figura 6).

Figura 6. Sinciciode células de linea RK13 (riidn de conejo) infectadas con alphaherpesvirus. Se observa en el centro

de la imagen los citoplasmas confluentes rodeados por varios nucleos celulares.

e Expresion de proteinas y antigenos. Durante la infeccion viral, en la célula
aparecen y desaparecen proteinas, tanto celulares como virales. En la infeccién
por virus envueltos aparecen en la superficie de la célula infectada las proteinas de
la envoltura viral. Por ejemplo, en la infeccién por virus influenza aparecen en la
superficie de la célula infectada las hemaglutininas virales que puede unir globulos

rojos produciendo un fenédmeno de hemadsorcion.
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Es posible detectar antigenos virales dentro de la célula infectada (en el citoplasma o en el

nucleo) mediante el uso de anticuerpos especificos marcados con fluoresceina (Figura 7).

Figura 7. Células infectadas con virus ADN(de replicacion nuclear), donde se observa la fluorescencia en los nucleos
celulares (izquierda). Células infectadas con virus ARN (replicacion citoplasmatica) en las que se observa la

fluorescencia en el citoplasma (derecha).

e Cambios morfoldgicos. Algunas proteinas virales y otras celulares, inducidas
durante la infeccion, pueden actuar sobre el sistema del citoesqueleto celular. Su
alteracion origina que la célula se redondee, como ocurre con aquéllas infectadas
por los herpesvirus y los adenovirus. Las células que poseen cilios, como las del
tracto respiratorio, pierden su funcionalidad ciliar durante la infeccion por virus
respiratorios (Figura 8).
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Figura 8. Células RK13 (rifidn de conejo) normales (izquierda) e infectadas con un gammaherpesvirus (derecha). Se

observan los cambios morfolégicos celulares tipicos como consecuencia de la infeccion viral.

e Cuerpos de inclusion. Son estructuras que aparecen durante la infeccion por
determinados virus. Podrian corresponder a sitios de agregacion de proteinas

virales (herpesvirus) o viriones (poxvirus), localizados en el citoplasma o en el



nucleo. También poseen la propiedad de tenirse con colorantes acidos o basicos
(Figura 9).

+ &

Figura 9. Corte histologico de pulmén de raton BALB/c infectado experimentalmente con un alphaherpesvirus. La flecha

sefiala un nucleo celular que presenta un cuerpo de inclusién en su interior y como consecuencia de ello, la cromatina

nuclear se encuentra desplazada hacia la periferia. (Tincién con hematoxilina y eosina)

e Proliferacion celular. Ciertos virus inducen la sintesis de ADN celular y
determinan que las células infectadas proliferen antes de provocar su destruccion.
Este hecho es facilmente observable en las infecciones por virus papiloma,
responsables de las verrugas.

e Alteraciones cromosomicas. Los virus pueden provocar cambios a nivel nuclear
que conducen a la desintegracion de la cromatina de las células infectadas, como
ocurre en las infecciones por virus herpes simplex. En otros casos, las alteraciones
nucleares pueden ser tan sutiles que no se detectan sino por metodologias
moleculares.

¢ Transformacion celular. Ciertos virus ADN y los retrovirus pueden integrar el ADN
viral sintetizado durante la replicaciéon en el genoma celular, generando células
transformadas que se comportan in vitro en forma semejante a las células

cancerosas (Figura 10).
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Figura 10. Bovino infectado con el virus de la Leucosis enzodtica bovina (Retrovirus). La flecha sefiala tumores

. . . . 6
producidos por la actividad transformante del virus al integrarse al genoma celular

Patogenia a nivel del individuo

Cuando se estudia a nivel del organismo completo, se analiza la via que ultiliza el virus para
entrar al hospedador, dénde inicia su ciclo de replicacién, como se disemina, que 6rganos y
tejidos infectara y como sera transmitido. En esta visidbn macroscépica, los virus infectan

hospedadores para perpetuarse en la naturaleza y los factores que interactian entre si son:

e Factores dependientes del virus. Son los inherentes a la estructura viral. Se
conoce que solo cierto tipo de virus pueden infectar células especificas, por
ejemplo del aparato respiratorio y por lo tanto originar enfermedades como
bronconeumonia; o del sistema nervioso central y producir encefalitis. Incluso,
dentro de ellos, algunas cepas resultan mas virulentas (ej. adenovirus 3 y 7
causantes de enfermedades respiratorias).

e Factores dependientes del ambiente. Condiciones medioambientales como
temperatura, humedad, salinidad, pH, ventilacion, etc., pueden influir en la
viabilidad del virus antes de llegar a la célula hospedadora y afectar su capacidad
de infectar. La presencia de envoltura lipoproteica le confiere mayor labilidad a la
particula viral, en contraposicion, los virus desnudos resisten mejor las condiciones
ambientales adversas.

e Factores dependientes del hospedador. Factores innatos como raza, sexo,
estado inmune, estado nutricional y otros, definen la resistencia o susceptibilidad
ante los virus a través de receptores celulares especificos y la capacidad de

desencadenar una respuesta inmune.

Mas alld de la gran variedad de virus y hospedadores, en las rutas patogénicas existen

puntos y estrategias comunes que se describen a continuacion:

Fuentes de contagio. El origen de las enfermedades virales que afectan al hombre y los

animales son generalmente otros humanos o animales infectados.

6 Imagen tomada de la Tesis doctoral del Dr. Carlos J Panei, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.



Mecanismos de transmision. Se clasifican en directos o indirectos segun la forma de
transmitirse desde la fuente de contagio al individuo susceptible de infectarse:

Directos: pueden ser con o sin contacto fisico. Aquellos que necesitan contacto fisico
entre los individuos para propagarse, se favorecen por la presencia de lesiones en las barreras
muco-cutaneas y, en general, requieren de contacto fisico relativamente estrecho (ej.: verrugas
causadas por virus papiloma). Las enfermedades virales que no requieren contacto fisico se
contagian a través de las secreciones eliminadas por los individuos infectados, cuyo ejemplo
mas ilustrativo es el aerosol de particulas que se emiten al hablar, estornudar, etc. y que
contienen virus. Este mecanismo es muy efectivo para la propagacion y es usado por la
mayoria de los virus exantematicos, respiratorios y otros.

Indirectos: el mecanismo indirecto implica la accidon intermediaria de un elemento inerte

(vehiculo) o vivo (vector) en el contagio. El rol del agua y los alimentos como vehiculo de
transmision de infecciones virales entéricas sera eficiente en aquellos virus que
estructuralmente estén condicionados para permanecer viables en el medio ambiente, como
sucede con los enterovirus, rotavirus y otros. Los vectores pueden ser mecanicos cuando el
virus es transmitido en forma pasiva (ej.: tabanidos transmisores del virus de la anemia
infecciosa equina), o bioldgicos, si el virus se multiplica y desarrolla su ciclo reproductivo en
ellos (ej: virus de la Encefalitis del Oeste del Nilo).
Puerta de entrada. Es el inicio de la ruta patogénica. Es el lugar por donde los virus pueden
ingresar al organismo a través de la infeccion de uno o varios tejidos. El hecho fundamental
para que un érgano constituya una puerta de entrada es que las células de éstos tengan
receptores y co-receptores para permitir la adsorcion y penetracion de determinados virus. La
via respiratoria es una de las principales puerta de entrada de agentes virales, aunque también
representa una barrera defensiva como las cilias, las secreciones que contienen proteinas de
fase aguda y/o inmunoglobulinas y enzimas que dificultan la adsorcién viral. El pH gastrico es
una barrera para los virus que ingresan por via digestiva.

Para actuar como sitio de ingreso del virus estas barreras tienen que estar alteradas, por
ejemplo en el caso de la piel se requiere habitualmente de una solucién de continuidad.

Vias de diseminacion. Dependiendo del modelo de infeccion viral, el virus puede permanecer
en la puerta de entrada (infeccién local), o bien diseminarse a 6rganos distantes (infeccién

sistémica) por diferentes vias. Las principales formas de diseminacién son:

e Via hematdgena (gj. virus de la viruela).
e Via neural (por las terminaciones nerviosas) (ej. virus de la rabia).

e Via vertical (de madre a hijo) (ej. virus de la diarrea viral bovina).
En este ultimo caso puede ocurrir por varios mecanismos:

* via transplacentaria;: como el virus de la diarrea viral bovina y en
humanos, virus de la Rubeola, VIH, virus de hepatitis B.

» por contigliidad a través del canal genital durante el parto: como el



virus Herpes simplex, VIH, virus papiloma.

+ através de la leche materna (egj. citomegalovirus, VIH).

Modelos de infeccion viral

El destino final del contacto de un virus con un organismo hospedador, estara determinado
por la interaccion entre los factores mencionados en el punto anterior, pudiendo evolucionar de
distintas formas.

Algunos modelos pueden identificarse, dependiendo si el ciclo viral conduce o no a la
produccién de particulas virales, en infecciones productivas (ocurre en células permisivas y
se generan particulas virales completas) o infecciones no productivas (se expresan soélo
algunas proteinas y mantienen su persistencia en el hospedador, como por ejemplo los virus
oncogeénicos). Ambos modelos no se excluyen y muchas veces se complementan.

La evolucién del parasitismo celular puede ser limitada o prolongarse durante un periodo de
tiempo definiendo de esta manera una infeccion aguda o persistente, respectivamente.

Infeccidon aguda. Infeccion limitada en el tiempo, donde el virus establece un parasitismo
breve, es eliminado del organismo y el hospedador se recupera. Esta puede presentarse con o
sin signos clinicos (subclinica) (Figura11) Ejemplo son: resfrio comun por rinovirus, laringitis por
virus parainfluenza, diarrea por rotavirus. En determinadas ocasiones, puede seguir una

evolucién grave y producir la muerte.
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Figura 11. Esquemas representativos de infecciéon aguda subclinica y clinica’

Infeccién persistente. Después de la infeccion inicial sintomatica o no, el virus completo o
su genoma se mantienen en el organismo por tiempo prolongado, pudiendo ser meses, afnos o
de por vida (con o sin manifestaciones clinicas). EI motivo por el cual el virus permanece en el
hospedador a pesar de la respuesta de defensa especifica e inespecifica del mismo, esta

determinado segun la condicién o estado replicativo del virus.

Es asi que la infeccion persistente puede ser entonces:

"Modificado de Carballal G, Oubifia JR. -Eds-. Virologia médica. Ciudad Auténoma de Bs As, Argentina. 4ta Ed. 2015
Corpus Editorial.



e Latente. Luego de la infeccion inicial el virus permanece silente en el organismo
por tiempos variables, con el genoma listo para expresar todo su potencial en
determinadas ocasiones y tiene episodios agudos de reactivacion una o mas
veces. Tanto la primo-infeccion como las reactivaciones pueden ser con o sin
manifestaciones clinicas. Durante la latencia, puede detectarse el acido nucleico
viral, pero el virus infectivo no es demostrable (Figura 12).

e Cronica. El virus infecta en forma clinica o inaparente y permanece en
multiplicacion continua, con o sin integracion al genoma celular y no produce la lisis
celular. La replicacién viral puede demorar afos en producir manifestaciones
clinicas. La presencia de particulas virales es constante y demostrables (Figura

13). Ejemplos: hepatitis cronica por el virus de la hepatitis By el VIH.

Infeccion persistente latente
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Figura 13. Esquema representativo de infeccién persistente crénica con y sin signos clinicos

e Lenta. La primo-infeccidon generalmente es asintomatica y el virus no es detectable.
Anos después, se manifiesta con un cuadro severo, progresivo, que en meses lleva
a la muerte. Los ejemplos son las infecciones virales convencionales, como la
panencefalitis esclerosante subaguda por el virus del sarampion y otros

denominados agentes no convencionales como los priones (Figura 14).

8Modificado de Carballal G, Oubifia JR. -Eds-. Virologia médica. Ciudad Auténoma de Bs As, Argentina. 4ta Ed. 2015
Corpus Editorial.
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¢ Infeccién transformante. En este tipo de infeccion, el virus es capaz de infectar
las células, pero no puede producir particulas virales en forma significativa que
implique destruccion celular. Generalmente, el genoma viral esta presente en la
célula (integrado) y solo parte de sus genes se traducen en proteinas virales. Estas
originan cambios en las propiedades celulares o transformacion celular, a través de
la interaccion con genes y proteinas celulares, originando tumores benignos o
malignos (Figura 14). Ejemplos: verruga por virus papiloma 2, carcinoma

cérvicouterino por virus papiloma 16-18.

Infeccién persistente lenta transformante Infeccién persistente lenta
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Con el desarrollo y perfeccionamiento de las nuevas técnicas de biologia molecular se
podran profundizar los conocimientos que relacionan la estructura con la funcionalidad de
biomoléculas y se obtendran bases para el desarrollo de métodos de profilaxis y terapéutica en

las diversas infecciones virales.

®Modificado de Carballal G, Oubifia JR. -Eds-. Virologia médica. Ciudad Auténoma de Bs As, Argentina. 4ta Ed. 2015
Corpus Editorial.
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CAPITULO 2

Arterivirus
German E. Metz, Maria M. Abeya

Dentro del orden Nidovirales, familia Arteriviridae se agrupan varias especies virales siendo
las mas representativas en medicina veterinaria el virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRSV, de sus siglas en inglés) y el virus de la Arteritis Equina (VAE),
siendo este ultimo la especie representativa del género. Una caracteristica importante que
presentan todas las especies dentro de esta familia viral es que presentan patogenicidad
especie especifica.

Los virus incluidos en la familia Arteriviridae poseen envoltura, la que los hace sensible a
solventes lipidicos y detergentes y una nucleocapside de simetria icosaédrica. Su genoma esta
constituido por ARN simple cadena policistronico de polaridad positiva (ARNsc +) con un

tamafio de entre 12-17 Kb dependiendo la especie viral.

Virus de Arteritis Equina

El virus de la arteritis equina (VAE) (Figura 1) posee un genoma de 12,7 Kb conteniendo 10
marcos abiertos de lectura (ORFs) denominados: 1a, 1b, 2a, 2b, 3, 4, 5a, 5, 6 y 7. En la regién
5" se agrupan los ORFs que codifican las replicasas y proteinas no estructurales (ORF 1a y
ORF 1b), mientras que en la region 3° se agrupan los que codifican las proteinas estructurales
(ORF 2a -7) mediante la transcripcion de ARNm subgendmicos caracteristicos del orden

Nidovirales (Figura 2).



Figura 1. Esquema del arterivirus equino (VAE)
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Figura 2. Organizacion gendmica de los arterivirus (madelo VAE)

La capside viral estda formada por una Unica proteina denominada proteina N
(nucleocapside), fosforilada y altamente inmunogénica. Por otro lado, la enwoltura contiene 5
proteinas menores denominadas E, gP2, gP3, gp4 y gP5a, asi como 2 proteinas principales M
y gP5. Estas ultimas, se asocian mediante puente disulfuro conformando un dimero de vital
importancia en el ensamblaje viral del VAE y en la respuesta inmune. Diversos autores
demostraron que el patron neutralizante del VAE es alterado con los cambios de los
aminoacidos producidos en esta glicoproteina gP5, proteina en la cual se encontraron los
epitopes inmunodominantes posibles de ser neutralizados por anticuerpos especificos. Los
analisis de secuencias del gen gP5 permitieron establecer la existencia de dos origenes
filogenéticos de las cepas del VAE: cepas de origen americano (cepa Bucyrus de referencia) y
cepas de origen europeo.

La proteina gP5 presenta una region variable V1 que contienen epitopes que inducen
anticuerpos neutralizantes. Estas regiones inmunodominantes tienen participacién especifica

en la neutralizacion viral.



Por otro lado, la proteina M presenta una region N-terminal que contiene tres potenciales
regiones transmembrana lo que explicaria la escasa inmunogenicidad de esta region. En este
sentido presenta una pequefa region de 18 aminoacidos expuesta en la superficie de la
particula viral no fue reconocida por un panel de sueros positivos. Sin embargo, en la region C-
terminal (aminoacidos 88 - 162) se identificaron epitopes lineales que son reconocidos frente a
un panel de sueros especificos contra VAE. Mediante la produccién de distintas proteinas de
fusion realizadas en esta zona, se defini6 a la regiébn comprendida entre los aminoacidos 108 y
155 como la regidbn de mayor reactividad con los sueros estudiados, aunque se hallaron

epitopes neutralizantes a lo largo de toda la regién C-terminal de esta proteina.

Replicacion y patogénesis viral

Las puertas de entrada del VAE son la via respiratoria y tracto genital y su diseminacién se
produce principalmente a través de las células blancas sanguineas. En general, no se
evidencian signos clinicos pero de presentarse manifestacion clinica la misma puede ser muy
variada. La consecuencia mas grave de la patogenia de este virus es posibilidad de
persistencia del mismoen los padrillos infectados.

La replicacién del VAE ocurre inicialmente en células endoteliales y macréfagos, habiendo
luego una segunda replicacion en nodulos linfaticos regionales para finalmente producirse la
diseminacion a través de macréfagos (viremia). Se infectan posteriormente células endoteliales
de todos los componentes del sistema circulatorio y musculo liso de arterias, miometrio, epitelio
tubular renal, adrenal y en menor medida, parénquima hepatico, células de las criptas
intestinales y epitelio bronquial. Las manifestaciones clinicas de la infeccién viral son
consecuencia del dafio endotelial y aumento de la permeabilidad vascular aunque no se
conoce el rol preponderante de estos procesos en la patogenicidad del VAE.

La replicacion del virus se produce en el citoplasma celular, sintetizandose ARNmM
subgendmicos mediante un proceso de transcripcion discontinua, los cuales expresan los
genes contenidos en su region 3° y poseen en su region 5° una secuencia lider derivada del
extremos 5 del ARN gendmico.

En general, el proceso de entrada viral a las células esta mediado por distintas moléculas
adaptadoras y receptores que favorecen su ingreso y posterior replicacion en las mismas. El
unico receptor encontrado para el VAE hasta el momento es una proteina de 247 aminoacidos
de la familia de las quimioquinas denominada EqQCXCL16 presente en monocitos CD14+. A
pesar de su vital importancia, el EQCXCL16 no es el Unico receptor utilizado ya que el VAE es
capaz de infectar distintas lineas celulares como RK13, BHK21, Vero y algunas lineas celulares
humanas como EEC por lo que habria otros receptores involucrados en estas lineas celulares.
De hecho, en otros virus dentro de esta familia como el virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino se reportaron varios receptores involucrados en la infeccion, como la
sialiadhesinas, heparan sulfato, CD151, CD163, DC-SIGN o CD 209 y vimentina, aunque los

dos primeros serian factores de anclaje mas que receptores especificos del virus.



Respuesta inmune

Los componentes de la respuesta inmune innata de las mucosas del tracto respiratorio y
genital representan la primera linea de defensa contra las infecciones por VAE; sin embargo
poco se conoce sobre su accion en la eliminacién del VAE en equinos. El sistema de
interferones es el componente clave en la respuesta antiviral. Su sintesis es inducida como
producto de la activacién de la cascada de sefializacidon que se inicia en el momento del
reconocimiento de los Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs por su sigla en
inglés) virales (proteinas y acidos nucleicos) por parte de los Receptores de Reconocimiento de
Patrones (por su sigla en inglés PRRs) presentes en diferentes tipos de células en la puerta de
entrada del virus. En el caso de VAE, no se ha determinado cuales son sus proteinas
involucradas en el reconocimiento pero el sistema de TLR implicado en el reconocimiento de su
ARNsc por regla general es el TLR7, asi como RIG-1 y MDA-5 detectan estructuras de ARNdc
que se conforman durante la replicacion viral. La activacion de estos PRRs desencadena la
activacion de factores de transcripcion que promueven la desregulacion de genes que codifican
para diferentes efectores de la respuesta inmune innata, principalmente interferones y
citoquinas proinflamatorias, entre otras moléculas.

En estudios sobre evasion viral por parte del VAE se ha propuesto a las proteinas no
estructurales nsp1, nsp2, and nsp11 como antagonistas de la actividad de los interferones
responsables de la regulacién de la respuesta inmune innata.

In vivo, el VAE infecta a los macrofagos alveolares luego de la infeccidon respiratoria, sin
embargo, in vitro se demostré que los mismos son susceptibles a la infeccién pero no a la
replicacion viral. A pesar de ello, luego de la infeccién viral tanto macréfagos alveolares como
sanguineos resultan activados y aumenta la transcripcién de mediadores proinflamatorios. La
magnitud de dicha activacion es dependiente de la cepa viral actuante, siendo distinta para

cepas virulentas y no virulentas.

Inmunidad Adaptativa

La inmunidad humoral adaptativa en las infecciones por el VAE se caracteriza por la
induccion de la sintesis de anticuerpos fijadores de complemento y neutralizantes que brindan
proteccion frente a reinfecciones tanto de cepas virulentas como no virulentas. La técnica de
oro para la determinacién de anticuerpos neutralizantes es la neutralizacion viral la cual detecta
principalmente anticuerpos dirigidos hacia la proteina gP5. Por otro lado, la técnica de
inmunoblotting presenta resultados variables al utilizar las proteinas gP5 y N, mientras que el
empleo de la regién C terminal de la proteina M brinda buenos resultados de deteccion de
anticuerpos. La proteina N es reconocida en mayor medida mediante la técnica de

inmunoblotting de sueros provenientes de padrillos portadores de la enfermedad.

Generalmente, el VAE es eliminado de circulacién a los 28 dias post-infeccién por los
anticuerpos neutralizantes, con excepcion de los padrillos portadores. La importancia de estos

anticuerpos neutralizantes en la prevencién de la reinfeccion viral, se demostré en la proteccion



que reciben los potrillos debido a la transferencia pasiva de estos anticuerpos mediante el
calostro. Si bien no es conocido con exactitud el proceso de neutralizacién viral por acciéon de
los anticuerpos, muchos estudios in vitro demuestran que este es un proceso dependiente del
complemento. A pesar que las distintas cepas difieren en el perfil de neutralizacion y virulencia,

existe un unico serotipo del VAE.

Inmunidad celular

La remocion de las células infectadas con VAE es mediada especificamente por los
linfocitos T CD8 citotdxico que persisten por 1 afio luego de la infeccién. No se conoce hasta el
momento las proteinas hacia las cuales esta dirigida esta citotoxicidad de la respuesta celular.
Tanto la respuesta inmune celular de linfocitos T CD8 citotdéxicos como la produccién de
anticuerpos neutralizantes serian necesarias para la eliminaciéon de células infectadas como
neutralizar al virus durante la viremia, en los animales infectados tomando como modelo al

virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino.

Profilaxis y control

Existen dos tipos de stock vacunas comerciales desarrolladas contra el VAE: a virus activo
modificado que se utiliza en EE.UU. y a virus inactivado mayormente utilizado en Europa y
Japon. Las primeras protegen de la enfermedad clinica y otorgan mayor duracion de la
proteccion. Si bien hoy en dia se discuten y comparan las ventajas y desventajas de ambos
tipos de vacunas, en la Argentina, sélo se utilizé la vacunacion luego del brote del 2010, en
este caso el numero de dosis disponible fue insuficiente para inmunizar a toda la poblacion. La
desventaja de ambas vacunas es la imposibilidad de diferenciar animales vacunados de
aquellos infectados naturalmente al momento del diagnéstico seroldgico.

Las infecciones de animales por el VAE suelen ser asintomaticas. De desarrollar signos
clinicos los mas frecuentes son: fiebre, epifora, edema palpebral, conjuntivitis, flujo nasal
seroso, congestion y hemorragias petequiales y/o equiméticas de la mucosa nasal, inflamacion
catarral de las mucosas del tracto respiratorio y edema abdominal y de los miembros. Una de
las mayores consecuencias de la enfermedad es el aborto de yeguas prefiadas.

La deteccion de anticuerpos especificos se realiza por la técnica de neutralizacién viral
como técnica oficial aprobada por la OIE. Mediante resolucion de SENASA se establecié un
control de padrillos enteros una vez al ano para determinar la presencia de anticuerpos en la
poblacién equina. Para comprobar el estado de portador-transmisor de un padrillo seropositivo,
primero se realiza la detecciéon de anticuerpos por la técnica mencionada. Si el padrillo es
positivo (titulo mayor o igual a 1:4) debe realizarse consecutivamente la prueba de aislamiento
viral y la reaccién en cadena de la polimerasa a partir de una muestra de semen para
determinar el estado portador del mismo. En el caso de resultados no concluyentes con estas

pruebas, se debera realizar una prueba de servicio, que consiste en servir a dos yeguas



seronegativas y comprobar si existe seroconversion en el periodo comprendido entre el servicio
y los treinta dias posteriores al mismo (test mating).
En el caso de un brote confirmado de la enfermedad como el ocurrido en el 2010, deben
remitirse muestras pareadas de sangre para determinar la seroconversion de los animales.
Para el caso de yeguas prefiadas que hayan abortado, es importante enviar muestras de
placenta y tejidos fetales para intentar el aislamiento viral mediante cultivos celulares y

confirmar la presencia del virus.

Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino

Generalidades

El virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV, en inglés),es semejante
al VAE, envuelto y con nucleocapside de simetria icosaédrica, posee un genoma de
aproximadamente 15 Kb conteniendo entre 10 y 15 ORFs conocidos, ubicados en la region 5°
los que codifican para las proteinas no estructurales, mientras que los que codifican para las
proteinas estructurales lo hacen en el extremo 3" del mismo.

El PRSSV emergio hace casi 30 afios causando epidemias de, hasta entonces, una
desconocida enfermedad reproductiva y respiratoria de los cerdos. Al igual que con el VAE, los
origenes filogenéticos de las cepas, en base a la secuencia génica de la proteina gP5, se
agrupan en cepas de origen americano (VR-2332 o genotipo Il) y cepas de origen europeo
(cepa de referencia Lelystad o genotipo |). La caracterizacion genética de las cepas de VSRRP
de ambos continentes reveld la existencia de diferencias genéticas considerables, sugiriendo
que los dos genotipos habrian evolucionado separadamente y se encontraban distantes del
ancestro comun. Fue detectado por primera vez en EE.UU. en 1987 y el primer brote europeo
se detecté en Alemania en el afio 1990. Si bien se encuentra en las principales areas de
producciéon porcina del mundo, como América del Norte y del Sur, Europa y Asia,
afortunadamente en Argentina continta siendo una enfermedad exética.

Las principales vias de transmision del PRRSV son la respiratoria y la reproductiva
mediante semen infectado dado que el virus replica en espermatozoides y espermatidas. La
transmision vertical es una ruta secundaria de infeccion viral, como asi también mediante
jeringas contaminadas, fomites e insectos como la mosca doméstica. La morbilidad varia entre
el 50 y 100 %, siendo una enfermedad altamente contagiosa, que luego del ultimo brote
ocurrido en China en 2006 con una cepa muy virulenta, alcanzo el 60 % de los animales de ese
pais causando grandes pérdidas econdémicas. Por otro lado, la mortalidad varia entre 20 y
100 %, dependiendo de la cepa viral, de la edad y salud general de los animales. Ademas de
los signos respiratorios y reproductivos, se observa persistencia viral del PRRSV por mas de
150 dias en cerdos adultos y por hasta 210 dias en lechones infectados congénitamente.
Luego de 12-14 horas de la exposicion al PRRSV, los animales se encuentran en etapa de

viremia. Las manifestaciones clinicas incluyen un patron alterno de manchas en la piel



principalmente a nivel orejas (por eso también se conoce como ‘la enfermedad de la oreja
azul”), vulva y a veces en el tronco. Otros signos son: fiebre, anorexia, disnea, linfoadenopatia
y fallas reproductivas que se evidencian por el nacimiento de crias débiles o fetos autolizados.

La cepa viral actuante en el ultimo brote de la enfermedad ocurrido en el afio 2006, tenia la
caracteristica de ocasionar fiebre muy alta (hasta 42 °C), ademas de lesiones atipicas hasta el
momento como la afeccidn gastrointestinal y cerebral.

Diversos trabajos con el PRRSV han determinado la supresion de la sintesis de INF tipo | al
interferir con la via de sefalizacion de RIG-I.

Respecto al VAE usado como modelo, cabe mencionar las siguientes particularidades para
el caso del PRRSV:

= La proteina GP2 es codificada por ORF2a (en lugar de ORF2b, como en otros
arterivirus).

= Como estrategia de supervivencia, PRRSV se caracteriza por inhibir las vias
apoptoticas en la infeccion temprana, mientras que finalmente las células mueren por
apoptosis dependiente de caspasas.

= Se reporto la participacion de TLR3 durante la infeccion de PRRSV en macréfagos y
tejido linfoide.

= Los cerdos infectados con PRRSV produjeron anticuerpos contra la mayoria de las
proteinas estructurales, reaccionando estos en mayor medida contra la proteina viral N.
También se observaron titulos altos de anticuerpos contra las proteinas no
estructurales nsp1 y nsp2, siendo mayores hacia esta ultima.

= Varios estudios asociaron al PRRSV con la produccion de IL-8.

» Muchos reportes sugieren que el PRRSV induce la produccién de IL-10 en cerdos en
las primeras 2 semanas post-infeccion. Esta citoquina inmunosupresiva interactia con
un amplio rango de células inmunes, incluyendo las células blanco de PRRSV del linaje
monocito/macréfago afectando asi la inmunidad mediada por células.

= La nsp2 parece inducir la respuesta inmune innata.

= Es importante destacar que la nsp1 es parcialmente transportada al nucleo, desde
donde realiza sus actividades evasivas inmunes. Mutaciones inducidas en la proteina

nsp1 atendan la supresion inmune inducida por el PRRSV.

Profilaxis y control

Para el diagnéstico de la enfermedad, las muestras de eleccion son suero, semen y el
cordéon umbilical, las técnicas empleadas pueden ser inmunofluorescencia, ELISA o RT-PCR.
Estudios recientes, motivados por la busqueda de vias menos invasivas, corroboraron la
posibilidad de la toma de muestra de fluidos orales con resultados muy similares a los demas
procedimientos. Las muestras orales se tomaron con cuerdas de algoddn impregnadas con

jugo de manzana, para que los animales las masticaran por unos 20 minutos y poder extraer



los fluidos mecanicamente y utilizarlos como muestras para determinar la presencia de ARN del
PRRSV o anticuerpos especificos.

Se encuentran disponibles vacunas a virus inactivo y a virus atenuado. Las vacunas
atenuadas inducen proteccion inmune de larga duracion, pero al derivar de una sola cepa del
PRRSV, no protegen correctamente cuando hay una infeccién heteréloga. Ademas, con estas
vacunas, ha habido casos de reversion y transmision del virus desde animales vacunados a no
vacunados principalmente a partir de semen. Mientras tanto, las vacunas a virus inactivo solo
protegen a un porcentaje de los animales, por poco tiempo y no son elegidas por el productor.
Las expectativas estan puestas en las secuencias consenso que representen simultdaneamente
una determinada porcién del genoma viral con capacidad inmunogénica (ejemplo: glicoproteina
gP5) de todas las cepas conocidas hasta el momento y que sirva de base para la produccion

de vacunas de nueva generacion.
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CAPITULO 3

Herpesvirus
Cecilia M. Galosi, Maria E. Bravi, Mariela R. Scrochi

Los herpesvirus, pertenecen a la familia Herpesviridae dentro del orden Herpesvirales, se
encuentran muy difundidos en el reino animal y adaptados a sus hospedadores naturales como
consecuencia de la prolongada co-evolucion. Existen herpesvirus que infectan insectos, peces,
reptiles, anfibios y moluscos y a casi todas las especies de aves y mamiferos.

Estos virus son capaces de producir infecciones latentes, es decir que el agente viral
permanece toda la vida en el organismo hospedador, no puede detectarse por los métodos
virolégicos clasicos como el aislamiento viral y pueden reactivarse y producir signos clinicos
luego de meses o afios de una infeccién primaria o de re-infecciones. La reactivaciéon de virus
latente generalmente es intermitente y se encuentra asociada a condiciones de estrés e
inmunodepresion. Existen diferencias entre los herpesvirus referidas a la localizacion de
latencia y, esta particularidad, junto con el tropismo celular, la velocidad de multiplicacién en
cultivos celulares y el tipo de efecto citopatico que producen (lisis, cuerpos de inclusion,
sincicios, etc.), hace que los mismos se clasifiquen en subfamilias y géneros que incluyen a las
diferentes especies. A continuacion se citan los herpesvirus mas comunes en las especies
domeésticas y se los denomina de acuerdo a las reglas taxonémicas actuales que incluyen en el
nombre de la especie, un sufijo que indica la subfamilia a la que pertenecen

(http://ictvonline.org/virus Taxonomy.asp) (Tabla 1).



Tabla 1: Algunos herpesvirus de importancia en medicina veterinaria

Especie animal Especie viral Signos clinicos
afectada
Bovinealphaherpesvirus 1 Rlnotrgqueltls, abortoz 'vulvovaglnltls pustular
infecciosa, balanopostitis
Bovinealphaherpesvirus 2 Virus de la mamilitis infecciosa bovina
Bovinos
Bovinegammaherpesvirus 4 | Trastornos reproductivos, endometritis
Bovinealphaherpesvirus 5 Encefalitis
Equidalphaherpesvirus 1 Abor‘[oi .enfermedad respiratoria, trastornos
neuroldgicos
Equidalphaherpesvirus 4 Rinoneumonitis
Equinos
Equidalphaherpesvirus 3 Exantema coital equino
Equidgammaherpesvirus 2 | Conjuntivitis, enfermedad respiratoria
Suidalphaherpesvirus 1 Enfermedad de Aujeszky
Porcinos
Suidbetaherpesvirus 2 Rinitis a cuerpos de inclusion
Gallidalphaherpesvirus 1 Laringotraqueitis aviar
Aves
Gallidalphaherpesvirus 2 Enfermedad de Marek
Caprinos Caprinealphaherpesvirus1 Conjuntlylt[g, enfermedad respiratoria, aborto,
vulvovaginitis
Caninos Canidalphaherpesvirus 1 Rinotraqueitis, abortos, muertes neonatales
Felinos Felidalphaherpesvirus 1 Rinotraqueitis, conjuntivitis, queratitis

Estructura y propiedades fisicoquimicas

Son virus grandes, de hasta 250 nm de didmetro y pleomérficos. EI genoma es ADN lineal de
doble cadena, constituido por aproximadamente 125-290 Kb y se encuentra protegido por una
capside proteica de simetria icosaédrica. Rodeando a la capside se encuentra el tegumento, rico
en contenido enzimatico y, finalmente, mas externamente se encuentra la envoltura viral derivada

de la célula hospedadora, de contenido lipoproteico y que ademas presenta proyecciones o



espiculas de naturaleza glicoproteica (Figura 1). La envoltura hace que estos virus sean sensibles

a la temperatura ambiente, pH extremos y solventes organicos.
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Figura 1.Representacion esquematica de un herpesvirus

El genoma presenta secuencias de ADN reiteradas o repetitivas, ubicadas generalmente en
los extremos y en algunas especies también internamente, lo que hace que el mismo se divida en
dos secciones unicas denominadas UL (grande) y US (pequefia). Las secuencias repetitivasque
rodean a UL o a US se invierten en el proceso de replicacion y esto lleva a que se produzcan
isdbmeros diferentes al genoma original, con alto grado de variacién en su composicién y
organizacion, ya sea en orden u orientacion de los genes. Los genes de los herpesvirus pueden
clasificarse en tres categorias generales: a) los que codifican proteinas con funciones
reguladoras en la replicacion, b) los que codifican proteinas estructurales y ¢) genes opcionales
que no se encuentran en todos los herpesvirus y no son esenciales para la replicacion en cultivos
celulares.

Poseen mas de 30 proteinas estructurales, entre las cuales seis estan presentes en la
nucleocapside, dos se asocian al ADN y aproximadamente 12 son las glicoproteinas de la
membrana. Algunas, como por ejemplo la glicoproteina E, poseen actividad de receptor para Fc
y se une a la IgG, otras intervienen en la regulacion del crecimiento en cultivos celulares y en la

modulacion de la respuesta inmune.

Mecanismo de replicacion viral

Debido a la diversidad de especies que integran la familia Herpesviridae existen algunas
diferencias en la estrategia de replicacion de las mismas, sin embargo y, sintéticamente, se

expondran en esta seccion las caracteristicas generales y comunes del ciclo de replicacion.

' (DCV Melisa Franceschini, 2016)



La primera etapa o adsorcién se produce cuando las glicoproteinas de la envoltura viral
localizan al receptor especifico en la membrana de la célula hospedadora. En la mayoria de los
alphaherpesvirus esta etapa ocurre en tres fases: 1) se produce la union Iabil entre las
glicoproteinas virales y los glicosaminos de las membranas celulares, 2) algunas glicoproteinas
de la envoltura viral se unen al heparan sulfato de la matriz extracelular, 3) se produce la union al
receptor propiamente dicho y, en muchos casos, estos receptores son nectinas de la membrana
plasmatica de la célula infectada. Seguidamente, ocurre la penetracién mediantela fusion de las
membranas viral y celular y, una vez dentro del citoplasma celular, se produce la decapsidacion
al liberarse el complejo ADN-proteina. De esta manera, el ADN llega y penetra al nucleo de la
célula deteniéndose inmediatamente la sintesis de macromoléculas de la misma. La
transcripcion del ADN viral se realiza por la accion de la ARN polimerasa Il de la célula y se
producen tres clases de ARNm de manera secuencial. Estos ARNm se traducen en tres tipos de
proteinas: las primeras (inmediatamente tempranas) y las segundas (tempranas) son reguladoras
y desencadenan la sintesis del tercer tipo de proteinas (tardias) que son las estructurales.
Conjuntamente con la transcripcion de los ARNm tardios, la ADN polimerasa especifica,
codificada por el virus, comienza la replicaciéon del acido nucleico viral cuyas copias se
ensamblan con las capsides neoformadas iniciandose el proceso de maduracion. Este ultimo
proceso consiste en que las nucleocapsides se asocien a la membrana nuclear alterada por la
accion del virus y salgan por gemacion a través de la misma adquiriendo asi el tegumento y la
envoltura. La maduracion finaliza en el aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico donde
principalmente se glicosilan las espiculas de la membrana. La ultima etapa es la liberacién de

los nuevos viriones que salen por exocitosis o al producirse la lisis celular (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de replicacion de un herpesvirus: (1) Adsorcion (2) Penetracion (3) Transcripcidn (4) Traduccién de
proteinas inmediatamente tempranas — |E-, tempranas — E- y tardias — L- (5) Replicacion (6) Ensamblaje y maduracién
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" Modificado de Virology Principles and Applications, Carter J, Saunders V. 2007



Patogénesis viral

La transmision de los herpesvirus entre los animales esta asociada, en general, a aerosoles y
contacto de mucosas, principalmente del tracto respiratorio superior, orofacial o genital, aunque
también se puede producir, o bien penetrar, a través de la piel. La mayoria de los virus
pertenecientes a la subfamilia Alphaherpesvirinae producen lesiones localizadas, principalmente
en la piel o en la mucosa de las vias respiratorias y genitales; sin embargo, pueden producir focos
de necrosis en 6rganos o tejidos, hecho que sucede mas comunmente en animales con su
sistema inmune comprometido. En caso de hembras gestantes, en algunos casos y, debido a la
capacidad de estos virus de producir viremia, pueden atravesar la barrera Utero-placentaria
llegando a producir aborto y observandose zonas necroéticas en érganos fetales.

A modo de ejemplo se describen los eventos que suceden en la infeccion de equinos por
Equidalphaherpesvirus 1 (EHV 1) y de cerdos por Suidaphaherpesvirus 1 (SuHV 1).

El mecanismo y demas factores involucrados en el ingreso de EHV-1 a la célula, aun no se
conocen en su totalidad; sin embargo, se considera a las moléculas del CMH-1 e integrinas como
receptores para el mismo. Desde las 12 horas posinfeccion, el virus se detecta por
inmunohistoquimica y por aislamiento viral, en células epiteliales de nasofaringe, traquea vy
bronquios. Rapidamente, atraviesa el epitelio respiratorio y se propaga por las células de
Langerhans, presentadoras de antigeno de la lamina propia y dentro de las 24 horas
posinfeccidon, pueden detectarse células blancas mononucleares infectadas en los nddulos
linfaticos del tracto respiratorio. Dentro de este tejido se produce una nueva multiplicacién viral y
la liberacion de leucocitos infectados a la circulacion, iniciandose asi la viremia asociada a
células. Por este mecanismo el virus llega a los sitios de replicacion terciaria, como son los
endotelios vasculares del Utero y del sistema nervioso central (Figura 3). El virus es generalmente
eliminado del tracto respiratorio dentro de las tres semanas de la infeccion primaria y entre 1 a 2
semanas cuando se trata de reinfecciones. El dafio local de la mucosa respiratoria predispone a

nuevas infecciones producidas por otros agentes infecciosos.
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Figura 3. Esquema que ilustra la ruta patogénica del Equid alphaherpesvirus 1desde el epitelio respiratorio, su llegada

al utero prefiado y/o al sistema nervioso central y a su sitio de latencia (ganglio trigémino).

Un aspecto importante de la infeccion por un alphaherpesvirus, es su capacidad de establecer
latencia en las neuronas del hospedador, ademas de evadir la respuesta inmune. Como la
mayoria de los alphaherpesvirus, en el estadio inicial de la infeccién nasal el virus accede a
través de las terminaciones nerviosas y llega a las neuronas del ganglio trigémino,
aproximadamente a las 48 horas posinfeccion. En el estado de latencia, el genoma viral
permanece en forma episomal, es decir que no se integra en el genoma de la célula
hospedadora. En latencia se produce una represion de la transcripcion de los genes virales,
excepto del gen LAT (latency associated transcript) que regula la transcripcion de los genes
inmediatamente tempranos inhibiéndose de esta manera la cascada del mecanismo replicativo.
El estado de latencia se caracteriza por una expresién practicamente nula de proteinas virales,
evitando que los antigenos virales sean presentados o reconocidos por el sistema inmune del
hospedador y, de esta manera, el virus impide el desarrollo de una respuesta antiviral contra
neuronas infectadas. En estados de inmunodepresion, asociados generalmente con el estrés
causado por infecciones intercurrentes, el transporte, el frio, el hacinamiento, o la administracion
de farmacos corticoides, se producen reactivaciones periédicas con posibilidades de recurrencias
clinicas o sub-clinicas. De esta manera, la eliminacion viral por secreciones nasales, orales o
genitales proporciona la fuente de infeccion para otros animales, incluida su descendencia. Si
bien no se conocen los eventos moleculares intimos que conducen a la reactivacion viral, algunos
desencadenantes de la misma modularian negativamente la expresién del gen LAT y por

consiguiente promoverian la transcripcién y traduccién de genes virales inmediatamente



tempranos, tempranos y tardios, que conducen a la reactivacion del virus y sintesis de viriones
capaces de colonizar nuevas células y producir diseminacion viral.

La puerta natural de entrada del SuHV-1 es la mucosa respiratoria. Durante las primeras
horas del periodo de incubacion, puede ser aislado de faringe, traquea y posteriormente de
pulmén. La replicaciéon primaria ocurre en las células de la mucosa nasofaringea, para luego
acceder a las células del bulbo olfatorio en donde sucede la segunda replicacion. La diseminacion
se realiza luego por los nervios trigémino y glosofaringeo, a través del axoplasma, hacia la
médula y protuberancia. En este periodo no existe viremia. Al mismo tiempo, las terminaciones
nerviosas del trigémino en la cavidad oral y nasal lo transportan al ganglio de Gasser, situado en
la protuberancia, provocando una intensa ganglioneuritis. En forma similar y paralela, el virus
migra a través de las terminaciones nerviosas de las papilas linguales hacia el nucleo solitario de
la médula. Una vez alcanzado el sistema nervioso central, se disemina rapidamente pudiendo
encontrarse hasta en los segmentos lumbares y sacrales de la médula espinal. Finalmente, el
virus desaparece del cerebro, coincidiendo con la apariciéon de anticuerpos en la sangre.

Las infecciones producidas por los virus de las subfamilias Betaherpesvirinae vy
Gammaherpesvirinae en general, son clinicamente silentes aunque en algunos casos pueden

presentar signos clinicos variados.

Respuesta inmune

En infecciones herpéticas se encuentran comprometidos factores innatos y adaptativos de la
respuesta inmune. La respuesta innata celular, estd mediada por células dendriticas, PMN
neutrofilos, macréfagos, NK, asi como células mas inespecificas como las de los endotelios y, en
este caso particular, células del tracto respiratorio. En estas ultimas, recientemente se demostré
in vitro, que la infeccion por EHV1 induce la expresion de los PRR de sefial, TLR3 y TLR9,
involucrados en el reconocimiento de acidos nucleicos virales. Otros efectores del sistema
inmune innato son los interferones, proteinas del sistema del complemento, entre otros, que
conjuntamente con los efectores celulares tiene la funcion de limitar la accién del virus sobre las
células en el sitio de replicacion primario. También se demostré que la infeccién por EHV1
modula la respuesta inmune innata en su provecho, induce la disminucion de la expresion de
CMHI en células del epitelio respiratorio, esencial para el reconocimiento por parte de los LT CD8
citotoxicos. Ademas modula la expresion de citoquinas pro-inflamatorias como la IL8, fuerte
quimiotactico para células efectoras innatas, neutrofilos y monocitos como los linfocitos de la
inmunidad adaptativa. En este sentido se demostré6 que en células endoteliales inhibe la
expresion de INF tipo I. Estudios recientes en la respuesta inmune innata a este virus
demostraron que modulan la respuesta segun el tipo de célula que infecte. En este sentido se
comprobd que en células mononucleares de sangre periférica aumentan la expresion de INF
gamma como la expresién de CMHII en contraste con la disminucion de los mismos en células
del epitelio respiratorio. Estos hechos fortalecen la premisa de la existencia de diferencias célula-

especifica con respecto al ingreso y replicacion viral y expresion de marcadores de superficie.



La inmunidad adaptativa es especifica contra el virus, mediada por los LB o LT e incluye una
respuesta humoral que previene la infeccion y una respuesta celular que desencadena
mecanismos efectores especificos. Dentro de los mecanismos de la respuesta inmune adaptativa
que se produce, se encuentran la actividad proliferativa de LT CD4, LT CD8 citotdxicos virus
especificos y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos en circulacion sistémica. A nivel
local, en la mucosa nasofaringea, la IgA, de alta eficiencia, cumple su funcién neutralizante no
inflamatoria. Pese a los mecanismos inmunolégicos mencionados, la respuesta inmune que se
generaes de corta duracion, el titulo de los anticuerpos se encuentra elevado pero no por mucho
tiempo y estan dirigidos, principalmente, contra las glicoproteinas de la envoltura viral.

Los herpesvirus, desarrollaron ademas sofisticados mecanismos para evitar ser eliminados
mediante la respuesta inmune del hospedador, como por ejemplo disminuir la expresién de
proteinas del CMH |, evitar la lisis mediada por células NK, permanecer quiescentes dentro de
neuronas y linfocitos mediante el desarrollo de latencia y evitar que las células infectadas mueran

por apoptosis.

Profilaxis y control

Durante el curso de la infeccion por herpesvirus los diferentes antigenos virales actuan como
inmundgenos capaces de inducir una respuesta inmune que habitualmente deberia proteger de
futuras reinfecciones por el mismo virus. Sin embargo y debido a la caracteristica patogénica de
los herpesvirus, para controlar la infeccion o reinfeccidn con una vacuna totalmente efectiva se
deberia lograr también que la misma sea capaz de prevenir el establecimiento de la latencia y la
posterior reactivacién. En general, para la prevencion y control de infecciones herpéticas en
veterinaria, las vacunas que se utilizan son inactivadas, aunque existen algunas atenuadas. Las
vacunas inactivadas si bien son seguras porque carecen de virus activo, presentan el
inconveniente de inducir una respuesta inmune de corta duracion, lo que exige la repeticion de
dosis. Las vacunas atenuadas se suelen utilizar en algunos paises para erradicacion de la
enfermedad en un area endémica especifica. Sin embargo, se considera que las vacunas
atenuadas deben ser utilizadas con precaucion ya que muchas veces la cepa viral contenida en
la misma puede revertir su patogenicidad, sumado a la posibilidad de que se produzca interaccion
génica del virus vacunal con cepas de campo. Para algunas enfermedades producidas por
herpesvirus se desarrollaron vacunas usando tecnologia basada en biologia molecular, algunas
de ellas se encuentran en el mercado y otras estan en fase experimental.

Se citan a modo de ejemplo las vacunas mas comunes utilizadas en medicina veterinaria.

Rinoneumonitis y aborto equino

El objetivo de la vacunacién es el de proteger a los equinos de la enfermedad respiratoria y
del aborto. La vacunacién no evita la infeccién pero disminuye la severidad de los signos
clinicos y la convalecencia. La vacunacion en Argentina es voluntaria y sélo estan permitidas

las vacunas inactivadas que se aplican, segun los protocolos comerciales, a potrillos recién



destetados y a hembras gestantes y, de acuerdo al estatus sanitario de cada establecimiento
en particular, se refuerza al resto de los animales supeditado al movimiento o ingreso de
animales o a la presencia de condiciones estresantes. La vacuna inactivada cumple con el
propdsito de evitar o disminuir la enfermedad, por lo tanto reduce la incidencia y la duracién de
los signos clinicos y el periodo de eliminacion viral. La proteccion humoral que logran las
vacunas inactivadas protege contra los virus libres en sangre, no asi durante la viremia
asociada a gldbulos blancos, como se da en este tipo de virus. Es por eso que algunas
particulas virales pueden llegar al feto, produciéndose el aborto, o al sistema nervioso central y
afectar los endotelios vasculares y producir signos nerviosos por hipoxia o anoxia del tejido
afectado. La vacuna ideal no sélo deberia estimular la produccion de anticuerpos sistémicos
sino también en la mucosa respiratoria, puerta de entrada del virus, para evitar la infeccion, asi
como también promover una respuesta inmune celular protectora. Actualmente, se encuentran
en fase de experimentacién vacunas elaboradas con proteinas recombinantes y vacunas a
ADN.

Rinotraquitis infecciosa bovina, aborto bovino y meningoencefalitis

La profilaxis y el control se realizan por vacunas inactivadas, atenuadas y producidas por
ingenieria genética. Como Bovinealphaherpesvirus 1 y 5 (BoHV 1 y 5) comparten el 85 % de
homologia de ADN gendmico, la vacunacion realizada en zonas endémicas confiere proteccion
cruzada contra ambos virus. Por este motivo es complicado realizar programas especificos de
control para cada uno de estos agentes virales. En Argentina, sélo se permite el uso de vacunas
inactivadas que son formuladas en distintas presentaciones: vacunas bivalentes (combinada con
el virus de la diarrea viral bovina) y vacunas polivalentes (combinadas con los virus de la diarrea
viral bovina y Parainfluenza 3, Moraxela, Pasteurella u otros). Estos inmunégenos estimulan una
respuesta humoral efectiva pero con bajos titulos de anticuerpos y de corto plazo. En Argentina,
las vacunas elaboradas con cepas virales con genes especificos suprimidos por ingenieria
genética (vacunas deleteadas12), que permiten la diferenciacion entre la infeccion por BoHV 1y 5,

aun se encuentran en fase experimental.

Pseudorrabia porcina (Enfermedad de Aujeszky)

La profilaxis a nivel mundial se realiza con la utilizacion de vacunas inactivadas, atenuadas y
deleteadas (gl o gE negativas). Numerosas experiencias demostraron que la vacunacioén reduce
los signos clinicos de la enfermedad, por lo tanto letalidad y eliminacién viral, aunque no previene
la replicacion viral. La proteccion inducida depende de varios factores como lo son la cepa viral

utilizada, la via de administracién, adyuvantes utilizados, el programa de vacunaciéon empleado y

"2 Vacunas deleteadas: vacunas elaboradas con cepas virales a las que mediante ingenieria genética se les suprimié
un gen especifico que no modifica su capacidad de replicaciéon pero permite diferenciar animales vacunados de

aquellos infectados naturalmente



el nivel de anticuerpos maternales que presentan los lechones en el momento de la vacunacion.
Actualmente se encuentra en estudio por el SENASA, dentro del marco de la campafa de
erradicacion de la enfermedad, el uso de vacunas gE negativa inactivada. La nueva normativa en
estudio indica que los cerdos que ingresen a establecimientos nacionales deben contar con la
certificacion correspondiente que acredite libre de la enfermedad con o sin vacunacién. La
utilizacion de este tipo de vacunas, combinada con las pruebas seroldgicas para la detecciéon de
anticuerpos contra un gen suprimido, permite diferenciar animales naturalmente infectados de
aquellos que fueron vacunados. La diferenciacion se basa en la ausencia de anticuerpos en los
animales vacunados a una glicoproteina especifica del virus de campo, que no se encuentra en la

vacuna.

Rinotraqueitis y aborto canino. Rinotraqueitis y queratoconjuntivitis felina

Las vacunas de uso en canino se desarrollaron principalmente para la prevencion de los
trastornos reproductivos. Existen vacunas inactivadas, atenuadas y a subunidades que se utilizan
mayormente en paises europeos. En Argentina, no estan disponibles comercialmente y algunos
criaderos utilizan vacunas importadas.

La vacunacion de felinos también reduce la severidad de los signos clinicos pero no previene
la infeccion. En Argentina, la vacunacién es voluntaria y se utiliza una vacuna combinada con

calicivirus y virus de la panleucopenia felina.

Pruebas diagnésticas

El diagnéstico de infeccidon producido por herpesvirus se realiza utilizando la técnica de oro
(aislamiento viral), técnicas complementarias y técnicas serologicas para deteccion de
anticuerpos. El aislamiento viral se realiza de acuerdo a la metodologia convencional utilizada en
virologia, a partir de muestras representativas de los signos clinicos observados y enviadas por el
médico veterinario al laboratorio: hisopados nasofaringeos, hisopados conjuntivales, érganos de
fetos abortados, sangre recolectada con anticoagulante, etc. Las muestras deben ser extraidas
en forma estéril y transportadas, refrigeradas, en el menor tiempo posible para que lleguen al
laboratorio en condiciones de ser procesadas. El diagnéstico positivo luego de la preparacion e
inoculacién de las mismas sobre lineas celulares especificas, se logra al producirse la
observacion de efecto citopatogénico caracteristico (Figura 4). La identificacion del agente viral se
realiza utilizando pruebas directas como virusneutralizacién o inmunofluorescencia. Como técnica
complementaria puede realizarse la técnica de PCR que permite amplificar una porcién genémica
viral determinada.

El diagnéstico indirecto o serolégico se realiza por la técnica de seroneutralizacion que
permite detectar anticuerpos contra las glicoproteinas de la envoltura viral. Teniendo en cuenta
que los herpesvirus producen infecciones latentes y pueden reactivarse en determinados
momentos estimulando la respuesta inmune, deben analizarse muestras pareadas, es decir

tomadas con 15-20 dias de intervalo entre la primera y la segunda para interpretar correctamente



el diagnostico. La deteccidon de un incremento de cuatro veces o mas del titulo de anticuerpos
entre la primera y segunda muestra, es una confirmacion seroldgica de infeccién reciente. Los
resultados de las pruebas realizadas con sueros de una toma individual no pueden ser
interpretados con seguridad, es por eso que para la mayoria de las infecciones herpéticas la
deteccioén de anticuerpos no siempre confirma una infeccion aguda. Es necesario contar con una
buena anamnesis y, en algunas oportunidades, utilizar otras técnicas complementarias como los

estudios histoldgicos o la técnica de PCR a partir de muestras de tejidos.

Figura 4. Monocapa de células de cultivo primario de rifion de feto equino, infectada con un alphaherpesvirus. Se

observa el efecto citopatico caracteristico: aumento de la refringencia celular y lisis.
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CAPITULO 4

Orthomixovirus
Guillermo H. Sqguazza, Maria E. Bravi

El agente causal de la Influenza también conocida como Gripe, es un virus perteneciente al
género Influenzavirus tipo A, que se clasifica taxondmicamente dentro de la familia
Orthomyxoviridae, antiguamente denominada mixovirus, que englobaba tanto a los
ortomyxovirus como a los paramyxovirus en alusion al tropismo respiratorio de estos virus
(myxos del griego, mucosas). En la actualidad, segun el Comité Internacional de Taxonomia
Viral (ICTV) los orthomyxovirus constituyen una familia independiente compuesta por 6
géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Influenzavirus D, Quaranjavirus,
Thogotovirus e Isavirus. Esta familia se caracteriza por tener un genoma segmentado formado
por ARN de simple cadena con polaridad negativa y un complejo de ARN polimerasas
encargadas de sintetizar los ARNm, sin mediar ningun estadio de su ciclo viral en el que el
ARN sea copiado a ADN, lo que coloca a estos virus dentro del Grupo V de la clasificacion
Baltimore.

Los virus de los géneros Quaranjavirus y Thogotovirus pueden infectar tanto artropodos
como vertebrados, incluyendo al hombre; producen estados febriles y encefalitis y se aislaron
en Africa, sur de Europa, Rusia, Egipto y la India. Se caracterizan por ser los tnicos miembros
de esta familia capaces de ser transmitidos a través de vectores (garrapatas), los restantes se
transmiten por via aérea.

El género Isavirus, posee una unica especie que causa la Anemia Infecciosa del Salmén,
una enfermedad que afecta severamente centros de cultivo de estos peces principalmente en
Canada, Noruega, Escocia y Chile provocando importantes pérdidas econémicas.

Los integrantes del género Influenzavirus, poseen componentes antigénicos cuya identidad
quimica y funcional los caracteriza. Uno de ellos es la nucleoproteina (NP), cuyas diferencias
antigénicas permiten clasificarlos en los cuatro géneros ya citados (A, B, C y D). Los virus de
los géneros Influenzavirus B y C son patdgenos predominantemente para los humanos, aunque
también se aislaron de focas y cerdos respectivamente. Los virus del género C y D son
genéticamente muy diferentes a los de los géneros A y B, sdlo ocasionan infecciones
respiratorias muy leves o incluso sin signos, no causan epidemias y no tienen gran impacto en

la salud publica. Los virus del género A presentan un espectro de hospedadores mas amplio y



se aislaron de diversas especies que incluyen: humanos, equinos, porcinos, mamiferos marinos
y aves domésticas y salvajes. Los Influenzavirus del tipo A pueden ser divididos en diferentes
subtipos de acuerdo a la composicion de sus antigenos de superficie: hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA). Hasta la fecha, se identificaron 18 subtipos de HA (denominados H1, H2, ...,
H18) y 11 subtipos de NA (N1, N2, ..., N11). La mayoria de las combinaciones posibles de estos
subtipos se aislaron a partir de diferentes especies de aves, por lo tanto, se considera que las
aves silvestres especialmente los patos, gansos y gaviotas, componen el reservorio natural de
estos virus y aunque por lo general no suelen ser patogénicos para sus hospedadores naturales,
presentan alta morbilidad y mortalidad al ser transmitidos a otras especies.

Teniendo en cuenta el gran numero de subtipos y cepas posibles, el sistema de
nomenclatura para los virus Influenza debe incluir: género, hospedador, origen geografico,
numero de cepa (si realiz6 mas de un aislamiento en el mismo laboratorio) y afo, por ultimo, se
descripcidon antigénica de HA y NA entre paréntesis. Algunos ejemplos son: Influenza
A/Chicken/Hong Kong/220/97 (H5N1), Influenza A/Duck/Hokkaido/67/96 (H5N4), Influenza
A/Swine/Indiana/12439/00 (H1N2).

Morfologia y propiedades fisicoquimicas

Los Influenzavirus son pleomorficos. Cuando se observan con microscopio electrénico tienen
forma esférica con tamafio entre 80-120 nm; en algunos casos presentan forma filamentosa de
300 nm de longitud aproximadamente. Son virus envueltos y en su superficie presentan
proyecciones con una longitud de longitud de 10-14 nm y 4-6 nm de diametro. El virion posee un
peso molecular aproximado de 250 x 10° Da, densidad de flotacion en gradientes de sacarosa de
1,2 g.cm"3 y su coeficiente de sedimentacion es de aproximadamente 700-800 S (para las formas
no filamentosas).

La particula viral es muy sensible a solventes organicos capaces de degradar su envoltura
(especialmente éteres y alcoholes), también lo es al tratamiento con detergentes no idnicos,
formaldehido, agentes oxidantes, acidos diluidos, dodecil sulfato sddico (SDS), sales derivadas de
amonio cuaternario, etc. Su capacidad infectiva se reduce luego de la exposicion al calor,
radiaciones ionizantes, condiciones de pH extremo, medios no isotdnicos y deshidratacién. En
condiciones de campo, el virus esta protegido por las secreciones nasales y en algunos casos las
heces, lo resguardan de la desecaciéon y otros factores ambientales pudiendo mantener su

capacidad infectiva por periodos de hasta 10 dias.

Estructura y composicion del virién

La particula viral esta constituida por la nucleocapside de naturaleza proteica, dentro de la que

se encuentra el genoma viral, constituido por ocho segmentos de ARN de cadena simple y



polaridad negativa, los cuales se enumeran de acuerdo con su tamafio. Los segmentos 1y 2 son
los que poseen mayor longitud (ambos de 2431 nucleétidos) mientras que el segmento 8 (890
nucledtidos) es el mas pequefio. El tamafio aproximado del genoma es de 13.600 nucledtidos.

Cada uno de los segmentos esta recubierto por nucleoproteinas (NP), codificadas en el
segmento 5, formando una combinacion compleja de ribonucleoproteinas (RNPs) con estructura
helicoidal que estabilizan y protegen al ARN gendmico. Dentro de las RNPs se encuentran tres
enzimas (PB2, PB1 y PA), codificadas por los segmentos 1, 2 y 3 respectivamente, que actuan en
forma conjunta y tiene actividad de ARN polimerasa. La envoltura del virus esta constituida por dos
capas, una externa de naturaleza lipidica, derivada de la membrana citoplasmatica de la célula
hospedadora, que le confiere al virus su aspecto pleomdrfico y una capa interna, formada por una
proteina de origen viral codificada en el segmento 7, denominada proteina de matriz (M1) que
provee estabilidad estructural y es el componente mayoritario de la estructura del virion (llegando a
representar el 35 % del total de las proteinas virales). En la superficie externa del virus, se
encuentran dos tipos de peplémeros o espiculas de glicoproteina, denominadas hemaglutinina (HA)
y neuranimidasa (NA), ambas codificadas en los segmentos 4 y 6 respectivamente.

La mayoria de los segmentos del genoma viral codifican una Unica proteina con excepcion de
los 7 y 8 que pueden codificar dos proteinas, por splicing alternativo de los ARNmM
correspondientes. El segmento 7, codifica la M1 y una proteina integral de membrana denominada
M2 presente en la superficie externa del virus, que actia como canal iénico y es esencial para la
replicacion del virus in vivo.

El segmento 8 codifica dos proteinas no estructurales NS1 y NS2; ambas se encuentran
abundantemente en las células infectadas (NS1 en el nucleo y NS2 en el citoplasma). Si bien NS1
no es incorporada dentro del virion durante el ensamblaje, NS2 puede aparecer en el virus en
pequenas cantidades. NS1 actua principalmente como reguladora de la replicacion y tiene la
capacidad de bloquear la respuesta inmune mediada por el sistema del INF dentro de las células
infectadas. La proteina NS2 (al igual que NS1) actia como una sefal de regulacién de la
transcripcion y también esta involucrada en la exportacién del complejo de RNPs desde el nucleo al
citoplasma mediante su interaccion con la proteina M1 durante la fase tardia del ciclo viral. En
algunas cepas del virus, el segmento 2 contiene un marco de lectura alternativo capaz de producir
una pequena proteina de 87aminoacidos denominada PB1-F2, y si bien su rol en el ciclo viral aun
no esta bien comprendido, se sabe que esta involucrada con la virulencia, alterando la membrana
mitocondrial ocasionando la muerte celular.

HA es una glicoproteina que permite la unién de los viriones a receptores especificos presentes
en la superficie de los glébulos rojos, en los que produce un efecto de aglutinacién (por el cual
recibe su nombre). También es responsable de la adhesion del virus a la célula hospedadora en el
comienzo del ciclo viral; la composicién de aminoéacidos y glicidos de la molécula de HA determina
el tropismo y el rango de hospedadores del virus. Una vez sintetizada esta proteina, una sefial de
direccionamiento la exporta hacia la membrana de la célula infectada donde sufre una serie de

modificaciones post-traduccionales hasta alcanzar la constitucion de la proteina madura.



NA es una glicoproteina con actividad enzimatica que actia como una sialidasa capaz de
hidrolizar las moléculas de acido sialico o N-acetiineuraminico, componente esencial de los
receptores celulares. Su principal funcién es facilitar tanto la entrada como la liberacion del virus,
escindiendo la unién que se establece entre el acido sialico del receptor de la célula hospedadora y
un azucar adyacente de la HA del virus, lo que permite que la progenie viral escape de la célula una

vez concluido el ciclo viral y se disemine a otras células.

PB1,PB2, PA
ARN polimerasas

M1 (Matriz)

M2 (Canal idnico)

Ribonucleoproteinas Bicapa lipidica

Figura 1. Representacion esquematica del virus de influenza

Replicacién

HA cumple un rol esencial al comienzo del ciclo viral participando en la adhesién del virus, al
acido sialico de los receptores superficiales de las células epiteliales hospedadoras, facilitando la
entrada de la particula viral por endocitosis. Una vez dentro del endosoma, la HA sufre un cambio
conformacional debido a las condiciones de pH bajo, que induce la fusién de la membrana viral y
endosomal. Por la accion transportadora de iones de la proteina M2, un flujo de protones ingresan
en la particula viral ocasionando un cambio en la estructura de la proteina M1 provocando la
disociacion de la nucleocapside y la liberacion de los complejos de RNPs en el citoplasma, que
posteriormente son direccionados al interior del nicleo por secuencias especificas presentes en la
proteina NP. Una vez en el nucleo, utilizando como molde el ARN viral (ARNv) de polaridad
negativa, el complejo de polimerasas (en especial la proteina PB1) inicia la sintesis de dos tipos
diferentes de ARNs de polaridad positiva: el ARN complementario (ARNc) que luego sera utilizado
como molde para la replicacion del genoma y los ARNm destinados a la expresion de las distintas

proteinas virales.



La proteina PB2 es la responsable de un proceso denominado CAP-Snatching por medio del
cual el CAP (una corta secuencia de nucleétidos modificados ubicada en el extremo 5' de los
mensajeros eucariotas, esencial para el inicio de la traduccion) es quitado de los ARNm celulares y
luego colocado en los ARNm virales; al mismo tiempo la proteina NS1 se une a los mensajeros
celulares poliadenilados e impide su exportacion al citoplasma, de esta manera la accidon conjunta
de PB2 y NS1 inhabilitan a los mensajeros celulares a utilizar la maquinaria traduccional de la célula
hospedadora, favoreciendo la producciéon de las proteinas virales. Luego de ser sintetizados, los
distintos ARNm virales son exportados al citoplasma para su traduccion. Las proteinas HA, NA'y M2
que poseen sefiales de direccionamiento al reticulo endoplasmatico pasan a través del sistema de
Golgi donde sufren una serie de modificaciones post-traduccionales y finalmente se depositan en la
membrana celular. Las demas proteinas virales después de ser formadas en el citoplasma regresan
al nucleo donde actian como moduladoras del ciclo viral, en una serie de pasos sucesivos: en
primer lugar la acumulacion de la proteina NP en el nucleo estimula la actividad de la polimerasa PA
(involucrada en la replicacion del genoma), a medida que se producen nuevas copias de ARNv se
unen a PB1, PB2, PA y NP para formar complejos de RNPs.

El aumento de la concentracion de NS1 en el ndcleo inhibe el splicing de los segmentos 7 y 8 lo
que favorece la produccién de mayores cantidades de M1 y de la propia NS1. Cuando la
concentracion de M1 en el nucleo alcanza valor critico, se une a las RNPs formando la
nucleocapside del virus; por otro lado, la unién de NS2 a la nucleocapside activa un mecanismo de
exportaciéon hacia la membrana apical por donde el virus recientemente formado sale por gemacion,
quedando envuelto por una bicapa lipidica en la que se hallan las proteinas de membrana (HA, NA
y M2).

Finalmente, la actividad sialidasa de la NA desprende la particula viral evitando la formacion de
posibles agregados del virus que se pueden ocasionar en la membrana celular debido a la afinidad
de la HA por los receptores de acido sialico, permitiendo que la progenie viral sea liberada y se

pueda dispersar.
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Figura 2: Esquema del ciclo viral. El virus entra por endocitosis (1), las nucleocapsides virales se liberan en el
citoplasma (2) y son transportadas al nucleo (3). EI ARNv es copiado a ARNm por las polimerasas virales (4). Los
ARNmMm son transportados al citoplasma (5) se produce el splicingen el caso de los ARNm de NS2 y M2 (6). Los ARNm
de las proteinas de membrana (HA, NA y M2) son traducidos en el reticulo endoplasmatico (7) y los demas en el
citoplasma (8 y 9). PA, PB1, PB2 y NP se importan al ntcleo (10) y alli catalizan la sintesis de mas moléculas de (+)
ARN (11) y (-)ARNv (12) . La acumulaciéon de NS2 induce la exportacién de las nucleocapsides al citoplasma (13). Las
proteinas HA y NA son exportadas a la superficie celular (14) y se incorporan en la membrana |plasmatica (15). Las
nucleocapsides asociadas a M1 (16) y NS2 (17) se transportan a la superficie celular donde se ensamblan los

viriones (18).

Variacioén antigénica

La diversidad genética de los virus del tipo A esta favorecida principalmente por la estructura
segmentada de su genoma y la capacidad de multiplicarse en muchas especies animales. Por otro
lado, la mayoria de los virus con genoma de ARN tienen elevadas tasas de mutacion lo que
provoca la acumulacion de mutaciones puntuales en cada ciclo replicativo que se reflejan como
pequefios cambios en las proteinas virales. Si estos cambios afectan los antigenos de superficie del
virus (drift antigénico) la cepa resultante puede adquirir la capacidad de propagarse aun en una

poblacién vacunada, pero como estos cambios son poco pronunciados (dos o tres sustituciones de



aminoacidos por afio) estas cepas tienden a causar brotes localizados pero no suelen provocar
grandes epidemias o epizootias ya que sigue existiendo un grado de proteccion vacunal o de
contacto previo.

Las variaciones antigénicas de mayor importancia, se producen por reordenamientos del
genoma viral durante el proceso denominado shift antigénico. Cuando una misma célula es
infectada simultdneamente por dos virus diferentes, los viriones resultantes pueden contener
mezclas de los genes de los virus parentales, anadiéndole a esta propiedad la habilidad del virus
influenza para infectar diferentes tipos de hospedadores, se puede originar un gran ndmero de
nuevas cepas con composiciones genéticas muy diferentes. Si estos cambios se dan en los genes
que codifican la HA, la NA o ambas a la vez, la cepa resultante del reordenamiento tendra una
ventaja selectiva frente al sistema inmune de la poblacion, ya que la inmunidad previa mediada por
anticuerpos dirigidos hacia esos antigenos, sera relativamente ineficaz. De esta manera, el shift
antigénico puede causar grandes epidemias o epizootias de Influenza A caracterizadas por una
aparicion repentina y que pueden ser ampliamente extendidas por todo el mundo aun en individuos

previamente vacunados.

Patogénesis viral

La patogenicidad y la virulencia del virus estan determinados por factores dependientes del
hospedador como puede ser la presencia de receptores adecuados en la célula hospedadora, la
presencia de enzimas celulares que permitan la entrada y replicacion viral, el estado de
inmunocompetencia y la habilidad del sistema inmune para controlar la replicacion viral con escasos
dafios colaterales que puedan estar asociados a la respuesta inflamatoria. También existen factores
dependientes del virus, que incluyen la habilidad que poseen para unirse a la célula hospedadora,
la restriccion del efecto citopatogénico y la evasion a la respuesta inmune mediante la variacion
genética inducida por la presion selectiva ejercida por la respuesta inmune. Los genes codificantes
de las proteinas HA, NA, PB1 y NS estan asociados con la patogenicidad del virus; los genes
codificantes de las proteinas HA, NA y PB1 también determinan la transmisibilidad de las cepas de

influenza.

Respuesta inmune

La primera barrera de defensa ante la infeccion por el virus influenza es la capa mucosa que
cubre el tracto respiratorio. Si el virus logra superarla con éxito, comienza a replicar en las células
del epitelio respiratorio. Al comienzo de la infeccién por el virus de influenza, se origina rapidamente
una respuesta inmune innata. Durante este proceso las células infectadas liberan citoquinas y

quimiocinas que movilizan distintas células del sistema inmune innato (macréfagos residentes,



células dendriticas, leucocitos, monaocitos y células NK). Estas células cuentan con diversos tipos de
receptores que permiten la deteccién tanto de moléculas propias ausentes, disminuidas o alteradas
asi como PAMPs reconocidos por medio de PRRs. En el caso del virus de la gripe, los principales
PRRs son TLR-7, TLR-8 y RIG-1que reconocen las moléculas de ARN de simple cadena del virus y
TLR-3 que reconoce ARN de doble cadena que se forma durante la replicacion del virus. La
estimulacién de estos TLRs induce la produccion de INFs tipo | y una de sus funciones es
incrementar la expresién de moléculas del CMH | y Il en células dendriticas y solo CMH | en las
células infectadas. Si bien la respuesta innata (tanto celular como humoral) no es capaz de detener
por completo la infeccion viral, puede retardar la replicacion viral dandole tiempo a la activacion de
la respuesta adaptativa.

En los 6rganos linfaticos secundarios, los LT CD8 citotoxicos reconocen péptidos antigénicos
producto del procesamiento de proteinas internas del virus (especialmente NP y M1) en el contexto
del CMH |y se activan.

Conjuntamente los LTh1 CD4 secretan IL-2 e IFNy que completan la activacién e inducen la
proliferacion de los LT CD8 citotdxicos. Asi activados, reconocen los mismos péptidos antigénicos
que los activaron, pero ahora sobre las células infectadas y las eliminan induciendo muerte por
apoptosis. Esta representa la principal defensa del sistema inmune contra el virus de la gripe ya que
tienen la capacidad de proporcionar proteccién contra nuevas cepas de influenza.

Los LB activados por el reconocimiento de epitopes especificos del virus son estimulados por IL-
4 e IL-5 liberadas por LT CD4 folicular. Las células plasmaticas derivadas de estos LB son capaces
de producir anticuerpos especificos contra las proteinas externas del virus (especialmente HA y
NA). Aunque los anticuerpos no cumplen un papel preponderante durante las infecciones primarias
con nuevas cepas del virus, la presencia de anticuerpos con algun grado de reactividad cruzada
contra el virus, también pueden contribuir, en parte, a detener la infeccidon mas rapidamente.

Por su parte el virus de la influenza tiene la capacidad de evadir al sistema inmune del
hospedador a través de diversas estrategias. En primer lugar el virus de la gripe es capaz de
producir particulas virales defectivas, que conservan los determinantes antigénicos de superficie
que pueden neutralizar algunos anticuerpos circulantes. También se demostro que la proteina NS1
tiene la capacidad de bloquear la respuesta inmune mediada por INF dentro de las células
infectadas. Sin embargo, la mejor estrategia que utiliza el virus para eludir al sistema inmune es
mediante la produccion de cambios antigénicos menores (drift) o mayores (shift) en sus proteinas
de superficie. Las cepas resultantes del estos cambios antigénicos tendra una ventaja selectiva
frente al sistema inmune de la poblacién, ya que la inmunidad previa mediada por anticuerpos

dirigidos hacia esos antigenos, sera relativamente ineficaz.

Epidemiologia

Las aves migratorias son el reservorio principal de la Influenza A. El virus replica en el epitelio

intestinal de las aves sin producir una enfermedad manifiesta y es excretado en altas



concentraciones en las heces. Por lo tanto, el virus se transmite por via fecal-oral. Las aves
acuaticas migratorias tienen la capacidad de transportar el virus, propagandolo incluso entre
continentes. Las infecciones cruzadas ocurren esporadicamente, entre aves y mamiferos, incluidos
entre estos los cerdos, equinos, visones, mamiferos marinos y humanos. En cambio, la llegada de
influenza A de las aves silvestres a las de corral, ocurre de manera mucho mas frecuente. Los
cerdos domésticos son considerados como un importante hospedador intermediario en aquellas
partes del mundo donde es frecuente el contacto entre las aves y estos animales.

La implementacion de cambios en las practicas de agricultura que mantengan separados a los
cerdos y aves de corral de aves silvestres pueden ayudar para impedir la transmision y con ello la
evolucion progresiva de algunas variantes del virus de influenza, pero estos enfoques muchas
veces son dificiles de aplicar y se convierte en una amenaza de epidemias de influenza humana

que surgen de los reservorios de aves o0 mamiferos.

Influenza equina

La influenza equina es una enfermedad clinica que afecta a caballos, asnos y mulas y hoy en
dia es el principal agente causal de enfermedades respiratorias en équidos en todo el mundo. De
todos los subtipos posibles, sélo se identificaron dos que son capaces de infectar equinos. El
subtipo 1, denominado H7N7, cuyo prototipo es la cepa europea que fue aislada inicialmente en
Checoslovaquia en el afio 1956 y posteriormente en muchos paises de Europa y América, pero no
se volvié a aislar desde la década del 80 y en la actualidad solo presenta casos subclinicos. Por
este motivo, el comité de vigilancia epidemiolégica de la OIE recomendé no incluir este subtipo en la
formulacion de nuevas vacunas.

El subtipo 2 del virus de la influenza equina (H3N8) es de origen americano y se aisldé por
primera vez en el afio 1963, durante una gran epizootia de esta enfermedad ocurrida en la ciudad
de Miami. La cepa causante denominada influenza A/equine/Miami/63(H3N8) fue introducida a los
Estados Unidos a través de caballos importados desde Argentina. Luego la infeccion se disemind
por toda Europa y a partir de entonces la poblaciéon equina de todas partes del mundo sufrié varias
epizootias de influenza. En nuestro pais hubo una gran epizootia en el afio 1985 provocada por el
subtipo 2 y actualmente existe una ley que establece la vacunacién obligatoria de caballos de
competicion, que seguramente contribuyd en la prevencién de nuevas epizootias.

Con el transcurso del tiempo el subtipo H3N8, se dividié en dos linajes uno de origen europeo y
otro americano que aparentemente evolucionaron independientemente uno del otro y que hoy en
dia co-circulan en todo el mundo. Actualmente, se recomienda incluir al menos un representante de
cada uno de estos linajes en la formulacion de la vacuna contra el virus. Aunque los virus de origen
equino no son zoondticos, recientemente se demostré que pueden transmitirse entre equinos y

caninos.



Influenza porcina

Existen varios subtipos del virus de influenza que son capaces de infectar a los cerdos, siendo
los mas importantes: el HIN1, HIN2, H3N2, H4N6 y H5N1. Los subtipos H1N1, H3N2 y H5N1 son
considerados zoondticos. Algunas cepas del subtipo H5N1 incluso pueden presentarse en forma
altamente patogénica, siendo capaces de causar la muerte tanto en cerdos y humanos como en
aves.

Desde el punto de vista epidemioldgico, los cerdos son considerados como una “coctelera”
debido a la capacidad de poder co-infectarse tanto con cepas de origen aviar como humanas (los
cerdos poseen receptores para ambos tipos de virus de influenza) lo que favorece el shift
antigénico.

En su forma clasica, la enfermedad en cerdos tiene un periodo de incubacion de 24-72 horas, la
aparicion de signos clinicos es abrupta, a menudo comienza en muchos animales de una piara, al
mismo tiempo. Los animales afectados presentan fiebre, con apatia, inapetencia, se encuentran
amontonados y con resistencia a moverse y signos de dificultad respiratoria: tos paroxistica,
estornudos, rinitis con secrecion nasal. Aunque la mayoria de los cerdos se recuperan rapidamente
y sin complicaciones, las consecuencias econdémicas de la gripe porcina son considerables, por la
pérdida de peso que ocasiona.

La gripe porcina es controlada por medidas de vacunacion y de bioseguridad. Debido a la
cantidad de virus de influenza que actualmente circulan en la poblacién porcina comercial, las

vacunas estan formuladas con un minimo de dos antigenos virales diferentes y algunas con tres.

Influenza aviar

Como se menciond, todos los subtipos conocidos del virus de la influenza A se encontraron en
aves (exceptuando a los subtipos H17N10 y H18N11, que hasta el momento solamente fueron
hallados en murciélagos).

La mayoria de las cepas aviares suelen ser de baja patogenicidad y no presentan signos
clinicos en sus hospedadores. Sin embargo, en los ultimos afios aparecieron cepas de alta
patogenicidad, con nivel de mortalidad que en algunos casos llegan al 100 %. Existen diversas
cepas que potencialmente pueden presentar esta caracteristica: los subtipos H5 (en especial el
H5N1), los subtipos H7 (en especial el H7N7) y los subtipos H9 (en especial el HON2). Estos
subtipos pueden ser transmitidos por las aves al humano conservando sus caracteristicas de alta
patogenicidad. También existen casos documentados en los que el subtipo H5N1 se transmitié
entre aves de corral a cerdos y de estos al hombre con consecuencias fatales.

El aumento de la patogenicidad de esta cepas ocurre por pequefios cambios en la HA (driftf) que
hacen que clivada por proteasas menos especificas (como las furinas) presentes en diversos tipos
de organos o tejidos. Esto aumenta el tropismo del virus, dejando de ser netamente respiratorio
para convertirse en sistémico.

Las cepas altamente virulentas de la gripe aviar causan la muerte subita sin sintomas

prodromicos. Las aves presentan signos respiratorios como tos, estornudos y rales. Por otro lado



también pueden mostrar diarrea, edema de la cabeza y cianosis en la piel sin plumas, ademas de
signos nerviosos tales como temblores de la cabeza y torticolis.

Debido al gran numero de cepas posibles, la vacunacion contra la influenza aviar resulta
ineficiente o poco practica. Por lo tanto el control de las infecciones por virus de influenza aviar
depende principalmente de medidas de bioseguridad, vigilancia y la despoblacion cada vez que se
detectan los virus de influenza aviar altamente patégenos. Es fundamental contar con instalaciones

que permitan que las aves domésticas no tengan contacto con aves silvestres o cerdos.

Diagnéstico

El diagnéstico clinico de esta enfermedad, en primera medida, se puede establecer en base a la
diseminacion rapida caracteristica y a los signos clinicos presentes, como son tos seca y fiebre. El
diagndstico de laboratorio desempefia un rol de importancia tanto en el manejo del animal como en
el control de brotes. Durante la fase aguda de la enfermedad se puede realizar aislamiento viral a
partir de las secreciones respiratorias e identificacion empleando la prueba de hemoaglutinacion.

Otras pruebas de diagndstico directo para la deteccion de antigenos, incluyen
inmunofluorescencia o enzimoinmunoensayo. Por otro lado, la reaccidon en cadena de la polimerasa
acoplada a transcripcion inversa (RT-PCR), es ampliamente usada en el diagndstico, tipificacion y
subtipificacion del virus.

Para el diagnédstico seroldgico o diagndstico indirecto, se realiza la prueba de Inhibicion de la
Hemoaglutinacion (IHA), para comparar sueros de la fase aguda (al comienzo de la enfermedad) y
convaleciente (2 o 3 semanas después de los signos) es necesario tomar muestras pareadas
obtenidas con un intervalo de 15 a 20 dias entre si. El diagndstico de infeccién se confirma cuando
existe seroconversion, con un aumento de tres o cuatro veces del titulo de anticuerpos entre la 1.7y

la 2.2 muestra.
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CAPITULO 5

Paramixovirus
Marco A. Tizzano

Los paramixovirus se encuentran clasificados taxondémicamente dentro de la familia
Paramixoviridae la cual pertenece al orden de los Mononegavirales. Segun el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (International Comitee on Taxonomy of Viruses, ICTV,
2018), la familia Paramixoviridae esta integrada por cuatro subfamilias: Avulavirinae, que
incluye (incluye a los paramixovirus aviares 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 y al virus de la
enfermedad de Newcastle), Orthoparamyxovirinae que incluye ocho géneros:
Aquaparamyxovirus (incluye al paramixovirus del salmén del Atlantico); Ferlavirus (incluye al
virus Fer-de-Lance); Henipavirus (incluye a los virus Hendra, Nipah, los henipavirus Cedar, de
los quirdpteros de Ghana y al henipavirus Mojiang); Morbillivirus (incluye al virus del distemper
canino y de los focidos, a los morbillivirus de los cetaceos, de los felinos, al virus de la peste de
los pequefios rumiantes y al virus de la peste bovina); Respirovirus (incluye a los virus
parainfluenza bovino 1, 3 y al virus Sendai) y los géneros Jeilongvirus; Narmovirus; Salemvirus
los cuales representan a algunos virus emergentes. Por su parte la subfamilia Rubulavirinae
incluye a rubulavirus porcino, virus de parainfluenza 5, virus Mapuera y virus de simio 41 y la
subfamilia Metaparamyxovirinae incluye al Synodus paramyxovirus.

Los paramixovirus son capaces de causar enfermedades en un amplio rango de especies,
incluyendo mamiferos, aves y reptiles. En algunos casos, estas enfermedades pueden ser
multisistémicas y altamente mortales (Distemper canino), otras tienen la particularidad de ser

zoondticas. Los de mayor relevancia desde el punto de vista veterinario se enumeran en la Tabla 1.

Estructura y propiedades fisicoquimicas

Los paramixovirus son pleomoérficos; al ser observados con microscopio electronico
presentan forma esferoide con diametro que oscila entre los 150 y los 300 nm (Figura 1). Son
envueltos y en su superficie presentan proyecciones. La particula viral estd formada por una
nucleocapside de naturaleza proteica, dentro de la cual se encuentra el genoma viral ARN de

cadena simple y polaridad negativa cuyo tamafio varia entre 15,2 y 15,9 kb dependiendo del



género y codifica seis proteinas estructurales: proteina de nucleocapside (N), fosfoproteina (P),
proteina de gran tamafio (L), proteina de matriz (M), hemaglutinina (H) y proteina de fusion (F).
También, codifica dos proteinas no estructurales llamadas (C) y (V). Para la obtencion de las
proteinas virales, el ARN gendémico debe ser transcripto, por la ARN polimerasa presente en el

virion, en seis ARNm que se traduciran en uno de los polipéptidos antes mencionados.

Tabla 1: Paramixovirus de importancia en medicina veterinaria

Especie animal

afectada Especie viral Signos clinicos

Fiebre (bifasica), decaimiento, deshidratacion,
secreciones mucosas 0 muco-purulentas, tos
intensa, nariz y almohadillas plantares
agrietadas, ticks nerviosos, embotamiento,
hiperexcitacion, vomitos y diarrea mucosa o
sanguinolenta fétida.

Distemper canino (CDV)

Caninos

Fiebre, tos severa que termina con arcadas,

Parainfluenza canina 2 i A
bronconeumonia, conjuntivitis.

Disnea, lagrimeo, secrecion nasal, taquipnea,

Bovinos Parainfluenza bovina 1, 3 : .,
tos intensa, neumonia.

Fiebre, lomo arqueado y postracion,
Cerdos Rubulavirus porcino depresion, encefalitis, neumonia y opacidad
corneal. Trastornos reproductivos.

Jadeo, tos, depresion, inapetencia,
decaimiento, paralisis, hinchazon de los ojos y

Aves Newcastle (NDV) ) . s N
el cuello, diarrea, desfiguracién, produccion de
huevos reducida y con cascara aspera y fina.
Peste de los pequefios Fiebre, diarrea, neumonia y Ulceras en la
Cabras )
rumiantes (PPR) boca.
Equinos Parainfluenza 3 Infecciones respiratorias agudas, iridociclitis
recurrente.
Felinos Morbillivirus felino (FmoPV) Trastornos urinarios, compatibles con una

nefritis tdbulo intersticial.
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Figura 1: Estructura de los paramixovirus, donde pueden observarse las proteinas que lo conforman.

En cada extremo del ARN gendmico se encuentran pequefas regiones conocidas como
leader. Se especula que dichas regiones contienen promotores para la unién de la ARN
polimerasa con el ARN en la nucleocapside y secuencias de nucleacién para la encapsidacién
del genoma por la nucleoproteina. El genoma viral se encuentra protegido por la
nucleoproteina N. Dicha proteina es la mas abundante en el virion y es muy sensible a la
protedlisis intracelular. La porcién carboxilo terminal de la proteina N también interactia con
proteinas reguladoras celulares como el factor de regulacion de interferon IRF-3, interaccion
vital para la eficiente replicacion del virus.

La proteina fosforilada P es esencial para la replicacion del virus y esta involucrada con todos
los aspectos del ciclo viral. Unida a la proteina L, integran el complejo de polimerasa (ARN
polimerasa dependiente de ARN) encargado de la sintesis de ARN. La proteina L se asocia al
ARN encapsidado (N-ARN) a través de su interaccion con la proteina P, quien actua como enlace
0 adaptador, para formar el complejo de transcripcion. Las funciones de la fosfoproteina P
durante la infeccién viral son: actuar como un trans-activador transcripcional al reclutar proteina L
sobre el templado formado por la proteina N y el ARN viral, unirse al N-ARN interactuando con
regiones no codificantes del ARN gendmico y prevenir la asociacion espuria de la proteina N con
ARN inespecifico, actuando como una chaperona, formando un complejo P-N soluble, que es
ademas el precursor para la encapsidacion del ARN viral recién sintetizado.

A partir de la secuenciacion del gen codificante para la proteina P se hallaron dos marcos
abiertos de lectura, uno para P y el otro para la proteina no estructural C. La proteina V es
producto de la modificaciéon post-transcripcional del ARNm, la cual consiste en la adiciéon de
una guanidina en un sitio especifico (sitio de ediciéon), de modo que el nuevo ARNm traduce
una proteina cuyo extremo N-terminal es similar al de la proteina P, pero con un C-terminal
propio de la proteina V y caracterizado por ser rico en cisteina.

Se postulé que la proteina C participa en el proceso de iniciacion, extension y terminacién
de la transcripcion del RNAm viral. Por otra parte, la proteina V interfiere con la respuesta de

interferén (IFN), particularmente IFN tipo | (IFN-a/B). Se sugirié que la proteina V actua como



una chaperona en el ensamblado de la nucleocapside y/o regula el cambio de la transcripcion
del RNAm hacia la sintesis del ARN anti-genémico.

La proteina L se encuentra en asociacién con las proteinas N, P y el ARN gendmico
formando la nucleocapside. Cumple la funcién de ARN polimerasa dependiente de ARN.

La proteina de matriz juega un papel esencial en el ensamblado de los paramixovirus dado
que sirve como union entre la nucleocapside y las glicoproteinas de envoltura. Media la
interaccién del complejo ribonucleoproteina viral con regiones especificas de la membrana
plasmatica donde se encuentran las glicoproteinas de envoltura virales.

En el género Rubulavirus existe una proteina de transmembrana (SH), la cual no cumple
ningun rol en la unién al receptor celular, ni en la fusibn de membranas. Sin embargo,
contribuye con la supervivencia de las células hospedadoras infectadas, inhibiendo la apoptosis
mediada por TNF-a. Ademas, incrementa la permeabilidad de la membrana celular mediante la
formacién de estructuras similares a poros hexaméricos.

La envoltura viral esta constituida por una doble capa lipidica derivada de la célula
hospedadora. En la cara interna se encuentra la proteina de matriz y en su parte externa posee
proyecciones o espiculas formadas por dos glicoproteinas, la proteina de unién (ya sea
hemaglutinina H, hemaglutinina-neuraminidasa HN o bien glicoproteina G) y la proteina de
fusion F.

Las proteinas de union de los paramixovirus se dividen en tres grupos: hemaglutinina H,
expresada solo en el género Morbillivirus, hemaglutinina-neuraminidasa, expresada por los
Respirovirus, Avulavirus y los Rubulavirus y la glicoproteina, G expresada por los Henipavirus.

Cabe destacar que H no posee actividad de neuraminidasa y la glicoproteina G carece de
actividad de hemaglutinina y neuraminidasa. Asi mismo, tanto H como G son incapaces de
unirse a acido sialico. La proteina de unién es una glicoproteina de tipo Il de aproximadamente
600 aminoacidos dependiendo del género. Su peso molecular varia entre 78 a 85 KDa en la
forma glicosilada. Se sintetiza como un mondmero en el reticulo endoplasmico. Luego de la
sintesis se producen tetrameros de la misma mediante la union por puentes disulfuro. La
funcion de la proteina de union es la de producir la union del virus con un receptor celular. Esta
uniéon desencadena una serie de cambios conformacionales en la proteina de fusion, de tal
modo que la porcién hidrofébica de dicha proteina se inserta en la membrana plasmatica,
provocando la fusiéon de las membranas y permitiendo que el virus ingrese a la célula.

La proteina de fusién F es una glicoproteina de tipo |, esencial para el ingreso y la diseminacion
del virus. Se sintetiza como una pre-proteina de 662 aminoacidos (F,). Este precursor F, se
transloca dentro del lumen del reticulo endoplasmatico y alli se produce su oligomerizacién dando
lugar a la formacién de trimeros. Luego el homotrimero es glicosilado y clivado en subunidades (F-
F.) unidas por puentes disulfuro, por una furina (serina proteasa del Golgi) y continuacion la
proteina madura se inserta en la membrana plasmatica de la célula infectada.

La masa molecular de los viriones es de 500 x 10° Da. El coeficiente de sedimentacion es
de 1000 S20w. La particula viral es muy sensible al calor y a la luz ultravioleta y se inactiva por

el tratamiento a temperaturas entre 50 y 60 °C durante 30 minutos. En tejidos extraidos de



perros infectados, el virus sobrevive por lo menos una hora a 37 °C y tres horas a 20 °C 0 24 °C
(temperatura ambiente). La supervivencia del virus es mucho mayor a temperaturas frias,
conservando la infectividad en el ambiente durante semanas a temperaturas entre 0 °C y 4 °C.
En condiciones de laboratorio se mantiene infectivo durante varios afios entre temperaturas de
- 70° C o - 192 °C (nitrégeno liquido). El virus es estable a pH entre 4,5 y 9,0. Al ser un virus
envuelto es sensible al éter y cloroformo, soluciones de formalina diluida (0,5 %), fenol (0,75 %)

y desinfectantes de amonio cuaternario (0,3 %).

Mecanismo de replicacién viral

Las particulas virales reconocen las células hospedadoras mediante la interaccion de la
proteina de anclaje viral (H, HN o G), con distintos receptores celulares que varian dentro de la
familia y de cada género. Los representantes del género Morbillivirus se unen principalmente a
dos receptores presentes en dos linajes celulares: la CD46, una proteina cofactor de unién de
complemento que inhibe la activaciéon de complemento y la CD150 o SLAM (signal lymphocyte-
activating molecule) un receptor de los linfocitos y células dendriticas, la cual participa en la
activacion de estas células. Sin embargo, también pueden unirse alternativamente a los
receptores nectin-4 y glicosaminoglicanos (GAGs).

Los Rubulavirus, Respirovirus y Avulavirus se unen a receptores celulares que contienen
acido sidlico. En cambio los Henipavirus se unen a receptores ephrin B2 y ephrin B3 presentes
en la membrana plasmatica celular.

Luego del reconocimiento del receptor en la membrana celular, la proteina de anclaje
dispara una serie de cambios conformacionales sobre la proteina F en la cual la region
hidrofébica del péptido de fusidn queda expuesta y se inserta en la membrana plasmatica de la
célula hospedadora induciendo la fusién de las membranas, permitiendo el ingreso del virus a
la célula. Luego del ingreso, la polimerasa se asocia a la nucleocapside para la replicacion y
transcripcion. A partir del ARN gendmico se lleva a cabo la transcripcion de los diversos genes
virales. Una vez que existen componentes proteicos suficientes para formar viriones comienza
la replicacion, la cual consiste en la generacién de copias de polaridad positiva a partir del ARN
genomico, las cuales son denominadas antigendmicas y se utilizan como molde para la sintesis
del ARN gendmico. La particula viral no necesita formarse para que se infecten otras células,
ya que con la expresion de las glicoproteinas de envoltura se induce la fusion de la membrana
de la célula hospedadora con células vecinas y de esta manera se transfiere la nucleocapside
de una célula a otra sin exponerse al exterior de la célula (Figura 2). Esta fusion de membranas
ocasiona el efecto citopatico de los paramixovirus, el cual es representado por la formacion de

células gigantes multinucleadas llamadas sincicios.



Patogénesis viral

En general, los paramixovirus se transmiten de un animal a otro por via aerdgena,
aspiracion de microgotas contaminadas con el virus. Al contacto del virus con las células de las
mucosas del tracto respiratorio superior, se produce la multiplicacién inicial del virus y en el
tejido linfatico asociados. Luego se traslada por via aérea a los bronquios y pulmones donde se
replica abundantemente. A partir de alli puede diseminarse por via sanguinea a todo el
organismo. A modo de ejemplo, se describen los eventos que suceden en la infeccidn del virus
del Distemper Canino (CDV).

Adsorcitn 1 NP o M
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Figura 2:Ciclo de replicacion de Paramixovirus: 1) Adsorcién de la particula viral a la membrana de la célula hospedera;
2) Fusion de las membranas celular y viral; 3) Liberacion de la nucleocapside al citoplasma; 4) Sintesis de RNA de
cadena positiva (antigenoma) y replicacion de genoma; 5)Produccion de RNA mensajero; 6a) Sintesis de proteinas
virales; 6b) Las proteinas F y H son sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso y glicosiladas en el aparato de
Golgi; 7) Las proteinas N, P y L son acopladas al RNA recién sintetizado y la proteina M se ubica en la parte interna de
la membrana celular; 8) Las proteinas F y H son exportadas a la membrana citoplasmica en contacto intimo con la
proteina M; 9) La afinidad de las proteinas N, P y L con la M y ésta con la F y H es determinante para el ensamble del
virién, el cual es liberado por exocitosis; 10) los viriones pueden infectar las células inmediatamente vecinas a través de
la fusion membranal célula-célula, debido a la expresion de las proteinas virales en la membrana de la célula

hospedera. (Modificado de Santos-Lopez y col., 1994).

El virus del Distemper Canino (CDV) principalmente infecta a los miembros de la familia
Canidae. La transmision del virus se da principalmente por la via aérea. Sin embargo, la orina y
los excrementos o la ingestion de carne infectada representan otra via de infeccién, que se
produce principalmente en los carnivoros silvestres. Luego de la infeccion, el virus replica en

los tejidos linfoides de las vias respiratorias y se encuentra predominantemente en macréfagos



tisulares locales, que migran a las amigdalas y ganglios linfaticos bronquiales. Posteriormente,
la viremia primaria se extiende a tejidos linfoides y hematopoyéticos distantes, tales como bazo,
timo, ganglios linfaticos y médula ésea, lo que resulta en la marcada linfopenia y la
inmunosupresion. Esto ultimo puede servir de base para las infecciones bacterianas

secundarias.

Por otra parte, los tejidos linfaticos asociados a la mucosa (MALT) y macréfagos en la
lamina propia del tracto gastrointestinal pueden ser infectados. El destino posterior de la
infeccion depende principalmente de la virulencia de la cepa respectiva CDV, la edad del
animal infectado y de su estado inmune.

Una respuesta humoral insuficiente durante este periodo de infeccion puede promover la
viremia secundaria, mientras que la presencia de una respuesta inmune antiviral robusta puede
permitir que el individuo infectado elimine al virus, lo que resulta en la recuperacion. La viremia
secundaria permite que el virus se propague a diversos tejidos epiteliales y mesenquimales, asi
como al sistema nervioso central. En esta etapa, el CDV principalmente infecta células
epiteliales, tales como, la mucosa bronquial y la gastrointestinal. Ademas, se pueden encontrar
en queratinocitos, fibroblastos, trombocitos, diferentes subconjuntos de células linfoides y
células endoteliales de varios parénquimas.

La infeccion del SNC puede producirse paralelamente a la de los otros drganos o
posteriormente. Varias cepas de CDV tienen un neurotropismo considerable. Un ejemplo es la
cepa Snyder Hill que causa principalmente polioencefalitis aguda, mientras que las cepas A75/
17 y R252 estan asociadas predominantemente a Leucoencefalitis desmielinizante.

El CDV puede entrar en el cerebro por distintas vias de infeccién. La principal es a través de
las células mononucleares infectadas debido al trafico a través de la barrera hemato-encefalica.
Otras cepas infectan neuronas receptoras cercanas a la mucosa respiratoria y de forma
anterégrada a través de las sinapsis neuronales alcanzan al nervio y bulbo olfatorio desde
donde se disemina al resto del SNC. Posteriormente, el virus se disemina por liquido
cefalorraquideo, alcanza las células de la glia y las neuronas. Esto ultimo explica la gran
cantidad de focos de desmielinizacion ubicados bajo la piamadre en las capas subyacentes del

cuarto ventriculo, en la corteza cerebral y cerebelar.

Respuesta inmune

Durante las infecciones mediadas por paramixovirus se ponen en juego diversos
mecanismos asociados a la respuesta inmune innata y adaptativa.

En la inmunidad innata el reconocimiento de los virus se realiza a partir de Receptores de
Reconocimiento de Patrones (por su sigla en inglés, PPR) de sefial, los paramixovirus son
reconocidos por RIG-1, MDA-5 a través de ARN virales de estructuras que no se encuentran en
los vertebrados superiores. Conjuntamente con la estimulacién del TLR7 se promueve la

sintesis de INF tipo I.



Los paramixovirus desarrollaron un conjunto diverso de mecanismos para prevenir la
activacion del sistema del IFN. Los mas sobresalientes son: 1-controlan la sintesis de ARN viral
aberrante; 2- inhiben sensores celulares de ARN, la proteina V que se une al sitio de
reconocimiento de ARNdc del PRR de sefial citoplasmatico MDA-5. 3- En algunas células
Inhiben la via de sefAalizacion JAK/STAT (por su sigla en inglés Janus kinase/ Signal
transducter and Activator for Transcription) relacionadas al TLR7, inhibiendo la sintesis de INF
tipo I. Afortunadamente este mecanismo no seria tan exitoso en las células dendriticas
plasmacitoides, principales productoras de INF tipo I; 4-También suprimen en forma directa al
promotor involucrado en la sintesis de IFNs. La inhibicidon de la via de senalizacion JAK/STAT
con este mecanismo también se inhibe la traduccién de diversas proteinas antivirales,
citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6), citoquinas Th1 y Th2 especificas (IL-2 e IL-4).

Los mecanismos de la respuesta inmune celular adaptativa involucran la actividad
proliferativa de LT CD4 colaboradores y subpoblaciones Th1 y Th2, LT CD8 citotdxicos. La
respuesta humoral adaptativa se caracteriza por la sintesis de los isotipos 1gG2a e 1gG2c.

Cabe destacar que los paramixovirus, son capaces evadir la respuesta inmune del
hospedador, explotando la capacidad que tienen de infectar a células del sistema inmune (LT
CD4 colaboradores Th1), generando en estas la activacion del proceso de apoptosis.

Los derivados del gen P (V) actuan inhibiendo las vias de sefializacion TLR y JAK/STAT,
induciendo bajos niveles de expresién de proteinas antivirales, citoquinas pro-inflamatorias

(TNF- a e IL6), citoquinas Th1 y Th2 especificas IL2 e IL4) e interferones tipo .

Pruebas diagnésticas

Para el diagndstico de las infecciones producidas por paramixovirus se puede utilizar
métodos directos como el aislamiento viral (la técnica de oro) o técnicas moleculares (PCR);
para estas pruebas las muestras deben ser obtenidas de animales con signologia clinica. Estas
incluyen: hisopados nasofaringeos y/o conjuntivales, sangre recolectada con anticoagulante y
muestras de tejidos provenientes de la necropsias

Para el diagndstico serolégico se cuentan con las pruebas de ELISA, virusneutralizacion,

inmunofluorescencia indirecta.

Profilaxis y control

Durante la infeccion por paramixovirus, los diferentes antigenos virales actian como
inmunoégenos capaces de inducir una respuesta inmune que le confiere al animal proteccion de
por vida contra futuras reinfecciones por el mismo virus. Sin embargo para ciertas
enfermedades causadas por paramixovirus con alta tasa de morbilidad y mortalidad se deben

utilizar vacunas para la prevencion y control de las mismas.



Inicialmente, las vacunas utilizadas eran inactivadas y presentaban el inconveniente de
inducir una respuesta inmune de corta duracion. En la actualidad, las vacunas a virus
atenuados se utilizan en muchos paises para el control de las enfermedades. Existen vacunas
convencionales y de nueva generacion. A continuacion se enumeran las vacunas mas

comunes utilizadas en medicina veterinaria.

Distemper canino

La vacuna contra el distemper canino se considera una vacuna central y su aplicacién tiene
la finalidad de proteger a los caninos de la enfermedad multisistémica de alta mortalidad. Todas
las vacunas disponibles son de aplicacién parenteral por lo tanto no protege contra la infeccién
pero son muy eficaces en la reduccion de la severidad de la enfermedad, disminucién de
signos, asi como la disminucién de la eliminacién del agente al medio ambiente. En Argentina
se encuentran disponibles vacunas convencionales activas e inactivadas asi como también de

nueva generacion.

Enfermedad de Newcastle

Para la inmunoprofilaxis de la enfermedad de Newcastle existen vacunas
convencionales y de nueva generacién. Las cepas viricas empleadas en las vacunas
comerciales de virus activos se encuadran en dos grupos: vacunas lentogénicas tales
como Hitchner-B1, La Sota, V4, NDW, 12 y F y vacunas mesogénicas, como Roakin,
Mukteswar y Komarov. La vacuna mas ampliamente utilizada en el mundo es a virus activo
atenuado cepa lentogénica La Sota. En Argentina, es una enfermedad de declaracion
obligatoria y el SENASA tiene la potestad de incluir un plan de vacunacién de emergencia

frente a un brote de la misma.

Parainfluenza bovina 3

Existen vacunas activas atenuadas e inactivadas de aplicacion parenteral. En Argentina solo
estd permitido el uso de vacuna inactivada y normalmente se encuentra combinada con otros
agentes del sindrome respiratorio bovino. Genera una respuesta humoral protectiva de corta

duracion y de dudosa eficacia.
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CAPIiTULO 6

Parvovirus
Nadia A. Fuentealba, Maria S. Serena

Los miembros de la familia Parvoviridae infectan a una gran variedad de especies animales
y son agentes causales de enfermedades de suma importancia en veterinaria. Afectan tanto a
vertebrados como a invertebrados y todos sus miembros estan filogenéticamente relacionados,
ya que poseen propiedades bioldgicas en comun como la resistencia a la desecacién en el
ambiente y el requerimiento, para poder replicarse, de células en fase S del ciclo celular.

La familia Parvoviridae se divide en dos subfamilias segun la especificidad ligada al
hospedador: Parvovirinae y Densovirinae, que afectan a vertebrados e invertebrados
respectivamente. La subfamilia Parvovirinae se divide de acuerdo al rango de hospedador,
patogénesis, signos clinicos y propiedades moleculares, en 8 géneros diferentes:
Amdoparvovirus, Aveparvovirus, Bocaparvovirus, Copiparvovirus, Dependoparvovirus,
Erythroparvovirus, Protoparvovirus y Tetraparvovirus. La subfamilia Densovirinae se divide en 5
geéneros denominados: Ambidensovirus, Iteradensovirus, Hepandensovirus, Penstyldensovirus
y Brevidensovirus. Este capitulo se referira a aquellos géneros que afectan a vertebrados y que
causan enfermedades de interés veterinario. En la Tabla 1 se citan los principales parvovirus
que afectan a las especies domésticas, denominados segun las reglas taxonémicas actuales

(http://ictvonline.org/).



Tabla 1. Algunos parvovirus de importancia en medicina veterinaria

Género Especie Virus Signos Clinicos

Panleucopenia, enteritis

Parvovirus felino . ;
e hipoplasia cerebelar.

Enteritis, miocarditis y

Parvovirus canino . ;
linfopenia.

Protoparvovirus carnivoro 1 . —
Virus de la enteritis del

) . Leucopenia y enteritis
Protoparvovirus Vison

Hepatitis, miocarditis y

Parvovirus del pato A
miositis.

Nacidos muertos,
momias, abortos, muerte
Parvovirus porcino NADL-2 neonatal, infertilidad.

Protoparvovirus Ungulado 1 Parvovirus porcino Kresse

Caracteristicas estructurales

Los parvovirus son los virus mas pequefos que se describieron, con un tamafo que ronda
entre 18 y 25 nm. El genoma viral es de ADN monocatenario lineal, de aproximadamente 4,5-
5,5 kb y generalmente de polaridad negativa. Contiene dos marcos abiertos de lectura (ORFs)
que codifican para dos proteinas de la capside denominadas VP1 y VP2, y para dos proteinas
no estructurales denominadas NS1 y NS2. La capside es de simetria icosaédrica, presenta
protuberancias superficiales con un poro central en cada uno de los vértices del icosaedro
(Figura 1) y esta compuesta por aproximadamente 90 % de VP2 y sélo 10 % de VP1. En
algunos parvovirus, se encuentra una tercera proteina estructural denominada VP3. Esta
estructura de la capside y la ausencia de envoltura hacen que los parvovirus sean altamente
resistentes a las condiciones del medio ambiente, cambios de temperatura, pH vy
desinfectantes. Algunos miembros de esta familia son capaces de aglutinar eritrocitos de

diferentes especies de mamiferos y aves, propiedad que es aprovechada para el diagnostico.
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Figura 1. Representacion esquematica de un parvovirus (G. Fuentealba 2016)




Replicacién viral

La infeccion viral se inicia con la union del virus a los receptores celulares ubicados en la
superficie de las células del hospedador y penetran por el mecanismo de endocitosis mediado
por receptores. Las particulas virales se mantienen dentro de endosomas en distintos estadios
(endosoma temprano y endosoma tardio) y posteriormente se transforman en lisosoma. La
proteina VP1 posee actividad de fosfolipasa en su extremo N-terminal, la cual modifica la
membrana del lisosoma facilitando la salida de las particulas virales al citosol. En algunos
casos, puede ocurrir que las capsides libres en el citoplasma sean conjugadas con ubiquitina y
degradadas por el proteosoma de la célula hospedadora. Si esto no ocurre, la particula viral se
asocia a los microtubulos y es transportada hacia el poro nuclear, por donde ingresa al nucleo y
se produce la replicacion propiamente dicha. Debido a que los parvovirus poseen un genoma
pequefio y una limitada capacidad de codificacion, requieren células en fase S del ciclo

celular,que le aporten las enzimas necesarias para la replicacién de su propio ADN.

El mecanismo de replicacion es bastante complejo y se lo describe como “circulo rodante”
(rolling-hairpin replication). EI genoma viral posee secuencias palindrémicas terminales, lo que
permite que se formen estructuras de doble hebra en los extremos y a partir de uno de ellos la
ADN polimerasa celular genera un ADN de doble cadena. Dicho ADN, se utiliza como molde
para la transcripcién de los ARNm y para la replicacion del ADN. Posteriormente, el ARNm
sufre el mecanismo de splicing y se traduce en cuatro proteinas principales y en pequefias
proteinas adicionales. Dentro de las proteinas principales se encuentran las no estructurales,
como NS1, que juega un rol importante en la regulacion de la replicacion, y NS2 que participa
en el ensamblaje del virus en la célula hospedadora y en el transporte nuclear. Las proteinas
estructurales forman las procapsides que se ensamblan con una copia del genoma del virus,

constituyéndose asi las particulas virales maduras.

Patogenia

La caracteristica patogénica de los parvovirus relacionada con el requerimiento de células
en fase S del ciclo celular para llevar a cabo su replicacién, hace que, los fetos sean
potencialmente susceptibles a la infeccidn por estos virus ya que las células se encuentran en
divisién activa. La patogenia de la enfermedad depende de la cepa del virus, de la edad del
animal y de la constitucion genética del hospedador. Cuando se ven afectados fetos en
desarrollo, donde normalmente ocurre la organogénesis con divisiéon celular, el virus produce
un dafio tisular generalizado que se caracteriza por diferentes defectos en el desarrollo
posterior. En animales recién nacidos, la replicacion del virus esta restringida a las células que
se encuentran en constante division tales como precursores hematopoyéticos, linfocitos y
células progenitoras de la mucosa intestinal. La replicacion es generalmente litica y la

enfermedad se manifiesta de acuerdo al dafo de los tejidos afectados.



La ruta natural de infeccion puede variar dependiendo del virus, pero en general se produce
por via aérea, venérea, transplacentaria y fecal-oral. En especies en las cuales la enteritis es
una consecuencia comun de la infeccidn por parvovirus, son excretadas grandes cantidades de
particulas virales en las heces, lo que resulta una manera muy eficiente de transmisién. Un
ejemplo de ello es el Parvovirus canino, el cual es altamente contagioso, muy estable en el
medio ambiente y la mayoria de las infecciones se deben a la exposicion de perros
susceptibles a heces contaminadas. El virus reconoce como tejidos blanco para su replicacion
a las criptas intestinales y los 6rganos linfoides, pero puede propagarse a todos los tejidos,
incluso al cerebro. Luego de la penetracién a través de la ruta oro-nasal, el virus replica en el
tejido linfoideo gastrointestinal y es diseminado por los leucocitos infectados al epitelio germinal
de las criptas del intestino delgado, causando diarrea sanguinolenta por la destruccion de la
mucosa. Los signos clinicos se presentan luego de un periodo de incubacién de 3-7 dias.

En el caso del parvovirus felino, el contagio se produce por contacto directo con gatos
infectados o a través de fémites, complementariamente, pulgas y humanos pueden actuar
como vectores mecanicos. El virus se elimina por heces, vémito, orina y saliva.

Otro virus de importancia es el parvovirus porcino, endémico en la mayoria de los paises.
Replica facilmente en cerdos susceptibles y s6lo se observan signos clinicos asociados a fallas
reproductivas en hembras prefiadas. El virus se mantiene viable en heces y en otras
secreciones de animales infectados, como asi también en corrales, ropa o instrumentos de los
operadores, siendo esto una nueva fuente de infeccion para otros animales. Asimismo, se
reportd la trasmision por via venérea pudiéndose identificar el virus en el semen de cerdos
infectados. El virus es capaz de replicar aun en animales vacunados y tiene la capacidad de
llegar a los fetos a través de células del sistema inmune como macroéfagos o linfocitos. Debido
a la composicion histologica de la placenta epitelio-corial de la cerda no es posible el pasaje de
anticuerpos maternos que puedan proteger al feto. Asimismo, ya que las células de la placenta
no son susceptibles al virus, se descarta la posibilidad de que atraviese la misma mediante una
replicacion progresiva.

Luego de la infecciéon materna, el virus demora aproximadamente 15 dias para llegar al feto
y la gravedad de los sintomas producidos depende del momento de gestacién en el que se

produce la infeccion.

Respuesta inmune

El sistema inmune innato proporciona el mecanismo de defensa inmediato e inespecifico
contra la infeccién viral. Se produce el reconocimiento de los antigenos a través de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) presentes en las células ubicadas en la
puerta de entrada del virus y se induce la transcripcion de genes relacionados con la respuesta
antiviral. Uno de los mecanismos mas importantes es el sistema del interferén tipo | (IFN),

donde los IFN-a e IFN- juegan un papel critico en la modulacion de la respuesta inmune



adaptativa. Por otro lado, las células “natural killer’ (NK) participan en la activacion de la
respuesta humoral antiviral, mediada principalmente por la sintesis de INF gamma.

Los virus desarrollaron una amplia variedad de mecanismos para superar la inmunidad
innata del hospedador y asi evitar o retardar la activacion completa de la inmunidad adaptativa.

La inmunidad innata no es totalmente suprimida por los mecanismos de evasion del virus
por lo tanto se desencadena una respuesta adaptativa tanto humoral como celular. Los
anticuerpos se detectan a partir de la 2-3 semanas luego de la infeccién, aunque en algunos
casos pueden detectarse rapidamente a los 3-5 dias. Las inmunoglobulinas detectadas son de
isotipos IgM, IgA e IgG. La VP2 es la proteina predominante de la capside y contiene la regién
inmunodominante involucrada en el reconocimiento por anticuerpos neutralizantes.

Algunos parvovirus causan infecciones que soélo duran unos pocos dias, mientras otros
pueden persistir por periodos prolongados frente a una robusta respuesta inmune del
hospedador. Aun no se sabe con precisidn cuales son los mecanismos exactos que permite
dicha situacion, debido a que la mayoria de los virus parecen ser susceptibles al mecanismo de
neutralizacion mediada por anticuerpo. Por ejemplo, en el caso del Virus de la enfermedad
Aleutiana del vison, se determind que replica persistentemente en algunos animales debido a
que los fosfolipidos asociados a la capside reducen la union de los anticuerpos o la
neutralizacion por parte de los anticuerpos neutralizante. La enfermedad se desarrolla como
resultado de un alto nivel de complejos antigeno-anticuerpo circulando, que luego se depositan
en los tejidos generando una reaccion de hipersensibilidad de tipo Ill que desencadena la
destruccion del tejido afectado.

Aun hay pocos estudios referidos a cdmo actua la inmunidad celular pero se ha demostrado
en trabajos experimentales con parvovirus de ratas, la induccion de una respuesta inmune
especifica contra el virus, caracterizada por un alto nivel de IgG a los 14 dias post-infeccion
como asi también la induccion de una respuesta especifica proliferativa de VP2 que incluye una
alta produccion de IFN-y. Estudios similares se obtuvieron cuando se analizé la respuesta
inmune durante la infeccion con parvovirus humano B19, donde se determind una respuesta
proliferativa Th1 con alta produccién de IFN-y dirigida contra las proteinas VP1y VP2.

En general, la presencia de un alto titulo de anticuerpos luego de la infeccion natural o de la
vacunacién con vacunas vivas modificadas se correlaciona con la proteccion contra la re-
infeccion y la inmunidad adquirida.

Tanto para el Parvovirus canino, como para el felino, se utilizan vacunas a virus atenuado
que proporciona una proteccion completa y de larga duraciéon en animales seronegativos. La
principal causa de fracaso de la vacunacién es la interferencia por neutralizacion de los
anticuerpos maternos, que se transmiten de las madres al cachorro a través del calostro.
Dichos anticuerpos disminuyen a un ritmo regular y cuando caen por debajo de un determinado
nivel, que generalmente se da entre las semanas 7 y 12 de edad, los animales se vuelven
susceptibles a la infeccion con el virus y en ese momento deberian ser administradas las
vacunas. La duracion de la inmunidad pasiva esta relacionada con el nivel de inmunidad de la

madre, como también de la eficiencia de la transferencia a las crias. El grupo de guia de



vacunacioén de la Asociacion Mundial Veterinaria de Pequefios Animales recomienda retrasar el
primer ciclo de vacunacion a las 14-16 semanas de edad para asegurar la proteccion de los
cachorros. En el caso del parvovirus canino hay preocupaciéon con respecto a la completa
eficacia de las vacunas contra las variantes antigénicas del virus.

En el caso del Parvovirus porcino la inmunidad pasiva se da por el pasaje de anticuerpos
maternos a través del calostro consumido en las primeras horas de vida y van disminuyendo
hasta no ser detectados a las 20 semanas de vida. En algunos casos, pueden durar hasta 9
meses e interferir con la respuesta ante la vacunacion. La inmunidad activa, ya sea por
infeccién natural o por vacunacién induce la produccion de anticuerpos detectables a partir de
los 6 dias post-infeccidn mediante pruebas inmunoseroldgicas convencionales y permanecen
entre 4 meses y 4 afios. Los anticuerpos son capaces de prevenir la enfermedad clinica pero
no asi la infeccion viral. En relacion a la respuesta inmune celular, se describié la generacion y
proliferacion de LT CD4 y CD8 citotoxicos especificos contra el virus. Las vacunas disponibles
son a virus inactivado, las cuales deben ser aplicadas cada 4-6 meses en las hembras para
mantener una buena inmunidad protectiva. También existen vacunas a virus vivo modificado y

recombinantes, que estan compuestas por la proteina VP2 expresada en el sistema baculoviral.

Parvovirus felino o Virus de la Panleucopenia Felina

El Parvovirus felino se encuentra mundialmente distribuido y probablemente todos los
miembros de la familia Felidae son susceptibles a la infeccion. Algunos miembros de otras
familias como el mapache, el visén y el coati también son susceptibles. Es mas frecuente en
gatos infectados al momento del destete, cuando disminuye la concentracion de los
anticuerpos maternos, aunque puede afectar a animales de todas las edades. El periodo de
incubacion es de aproximadamente 5 dias (rango 2-10 dias) y en el inicio de los signos clinicos
existe una profunda leucopenia. El pronédstico es grave si el recuento de glébulos blancos es
inferior a 1000 células por ml de sangre. Los signos clinicos incluyen fiebre (mayor de 40 °C),
que puede persistir durante 24 horas o mas, lasitud, inapetencia, pelaje aspero, vomitos y
diarrea abundante, persistente y con frecuencia sanguinolenta. La enfermedad es de alta
mortalidad.

Los gatos infectados entre las dos semanas antes del parto y las dos semanas después del
nacimiento pueden tener un desarrollo anormal del cerebelo (sindrome hipoplasia/atrofia
cerebelosa) manifestando ataxia cuando se convierten en ambulatorios (sindrome del gato

tambaleante).



Parvovirus Canino

La parvovirosis canina fue descrita por primera vez como una nueva enfermedad en 1978 y
actualmente es endémica en todo el mundo. Todos los miembros de la familia Canidae (perros,
lobos, zorros, coyotes) son susceptibles a la infeccion. Las caracteristicas epidemioldgicas son
similares a las del parvovirus felino. Dependiendo de la edad del cachorro al ser infectado, se
pueden observar dos cuadros clinicos de la enfermedad causada por este virus. La severa es
la mas frecuente en los cachorros de entre 6 semanas y 6 meses de edad y generalmente es
mortal, sobre todo en aquellos animales que carecen de anticuerpos transmitidos por la madre.
Los signos clinicos se presentan luego de un periodo de incubacion de 3-7 dias y consisten en
anorexia, letargo, linfopenia aguda, vomitos y hemorragia intestinal con diarrea severa. La
infeccidon de animales seronegativos en la primera semana de vida, también puede causar el
sindrome de miocarditis, que se manifiesta como insuficiencia cardiaca aguda y muerte subita.
Los cachorros que sobreviven pueden desarrollar cardiomiopatia a las 4-8 semanas de edad.
Este sindrome era relativamente comun, pero actualmente es poco frecuente ya que la
inmunizacién generalizada en las hembras reproductoras protege a la mayoria de los cachorros

durante el periodo de mayor susceptibilidad.

Parvovirus Porcino

La infeccion ocasionada por el Parvovirus porcino (PPV por su sigla en inglés) causa
pérdidas reproductivas en cerdas caracterizada por muerte fetal intrauterina, momificacion,
muerte embrionaria e infertilidad. Las cerdas afectadas no suelen mostrar signos clinicos y la
trasmision del virus a los fetos se produce solo si son seronegativas. El PPV es probablemente
la causa mas importante de trastornos reproductivos en cerdos en todo el mundo.
Recientemente, se identificaron nuevos parvovirus que afectan a cerdos como son el
Parvovirus porcino 2, el Hokovirus porcino y el Parvovirus porcino 4. El analisis de secuencia
de los nuevos aislamientos sugiere una activa evolucion del PPV, con cambios especificamente
a nivel de la proteina de la capside VP1 que influye en las propiedades antigénicas del virion.

Si bien las fallas reproductivas son el principal signo clinico causado por el PPV, también se
reportaron diarreas y lesiones vesiculares en piel de animales adultos. Cuando el virus llega al
feto, alrededor del dia 35 de gestacion, se produce la muerte embrionaria y reabsorcion fetal.
Luego de esta etapa, donde el feto completé su organogénesis, la infeccion con PPV resulta en
muerte fetal manifestada como momificacion. Alrededor del dia 70, el feto ya es capaz de
responder mediante su sistema inmune eliminando el virus, mientras que luego de este
periodo, la infeccion fetal se hace subclinica y los animales nacen con anticuerpos contra PPV.

La prevencion y control de la enfermedad se centra en mantener las hembras de la granja
con una elevada inmunidad frente al PPV. Lo ideal es lograr un buen estado inmunitario de los

animales mediante la utilizacién de vacunas contra el virus.



Diagnéstico

El diagndstico generalmente es clinico, teniendo en cuenta los signos caracteristicos y los
valores hematolégicos, pero la confirmacion de la etiologia se realiza por medio de pruebas

confirmatorias. Las pruebas habituales incluyen:

e para deteccion de antigenos en tejido y/o liquidos corporales: aislamiento viral,
inmunofluorescencia (IF), ensayo de hemaglutinacion (HA) y ELISA de captura.

e para deteccion de ADN viral en materia fecal y/o tejidos: reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

e para diagnostico serologico: inhibicion de la hemaglutinacion (HI), ELISA o

inmunofluorescencia indirecta (IFI).

El aislamiento viral para parvovirus canino se realiza en células de lineas caninas y felinas.
A las 12-24 horas post-infeccion se detecta alta concentraciéon de antigenos virales en el nucleo
celular por IFI o pruebas inmunoenzimaticas sobre células infectadas. El virus produce cuerpos

de inclusién intranucleares y se libera de la célula produciendo un efecto citopatico litico.

El aislamiento viral del parvovirus porcino se realiza a partir de muestras de tejido fetal, en
células de linea de origen porcino o en cultivos primarios de células de cerdo. El efecto
citopatico que se observa es la forma redondeada que adopta la célula, picnosis y lisis,

generando cuerpos de inclusion.
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CAPITULO 7

Retrovirus
Carlos Javier Panei, Viviana Cid de la Paz

En medicina veterinaria, las enfermedades causadas por retrovirus se detectaron hace poco
mas de cien afos. Los retrovirus forman parte de una familia de agentes infecciosos similares
en cuanto a organizacion gendmica y estructura del virion. Poseen una estrategia de
replicacion tipica, de donde proviene su nombre. La palabra retro deriva de la transcripcion
reversa realizada por una enzima caracteristica de esta familia denominada transcriptasa
reversa, que permite la sintesis de ADN complementario viral.

Los retrovirus son envueltos, presentan simetria icosaédrica y un diametro aproximado de
60 a 125 nm. El genoma esta formado por dos moléculas idénticas de ARN monocatenario de
sentido positivo, asociado con la proteina de la nucleocapside (NC) y varias copias de las
enzimas transcriptasa reversa, proteasas e integrasas. Este complejo esta rodeado por una
capside viral (CA); la matriz viral (MA) esta ubicada entre la capside (CA) y la envoltura.
Finalmente, la envoltura que rodea al virus, de origen celular, es adquirida durante el proceso
de exocitosis. El complejo de proteinas de membrana se inserta en la bicapa de fosfolipidos,

siendo determinantes para la adsorcion del virus a la célula blanco (Figura 1).

Proteina de
Trans-Membrana (TM) RNA doble cadena

Glicoproteina de
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Figura 1:Particula viral caracteristica de los retrovirus



Organizacion genémica

El genoma de los retrovirus esta formado por genes estructurales clasicos compartido por
todos los virus de este género denominados gag, pol y env. Ademas, se encuentran los genes
que codifican la sintesis de las proteinas regulatorias virales y que varian dependiendo de cada
género en particular; asi, para mencionar algunos ejemplos, en los lentivirus de pequefios
rumiantes (virus de maedi visna-VMV vy el virus de la artritis encefalitis caprina-CAEV) son vif,
tat (vpr), rev. En el virus de la leucosis enzodtica bovina, los genes regulatorios son G4, R3, rex
y tax; mientras que en el virus de la anemia infecciosa equina los genes son vif, tat (vpr), revy
nef. Para completar el genoma, los provirus se encuentran flanqueados por secuencias
nuleotidicas repetidas llamadas: repeticiones terminales largas (Long Terminal Repeat-LTR).
Estos LTR consisten en 3 regiones denominadas U3, Ry U5.

Clasificacion

Debido a sus caracteristicas genéticas, a esta familia viral se la incluye dentro del grupo VI
de la clasificaciéon de Baltimore, consta de tres subfamilias: Oncovirinae, Lentivirinae vy
Espumavirinae; esta formada por siete géneros y 51 especies que afectan tanto a animales
como humanos (Tablas 1y 2). En la Tabla 3 se clasifican los retrovirus segun su morfologia al

microscopio electronico.



Tabla 1: Clasificacion de la subfamilia de los retrovirus

Subfamilia Caracteristicas particulares

Virus oncogénicos. Producen leucemias, linfomas, tumores mamarios y

Oncovirinae

neuronales.

Similares a los anteriores en cuanto a morfologia, naturaleza del genoma
Lentivirinae y posesion de una transcriptasa reversa. No transforman células. El

nombre refiere al largo periodo de incubaciéon que transcurre entre la
infeccion y la manifestacion clinica de la enfermedad.

Comprenden los virus espumantes presentes en cultivos de células de
Espumavirinae rindn que degeneran en forma espontanea provocando la formacion de
células vacuoladas multinucleadas, de aspecto caracteristico.

Tabla 2: Clasificacion segun géneros de virus de interés en medicina veterinaria

Género Virus
Alfaretrovirus Virus de la leucosis aviar
Betaretrovirus Virus del tumor mamario del ratén
Gamaretrovirus Virus de la leucemia felina, Virus de la leucemia murina
Deltaretrovirus Virus de la leucemia bovina
Epsilonretrovirus Walleye dermal sarcoma virus
Spumavirus Virus espumoso de los monos
Virus de la anemia infecciosa equina, Virus de la inmunodeficiencia
. felina, Virus de la inmunodeficiencia bovina, Virus de la inmunodeficiencia
Lentivirus S . - " . )
en simios, Virus de la artritis encefalitis en cabras y el Virus de maedi
visna en ovejas




Tabla 3: Clasificacion morfolégica de los retrovirus

Tipo A

Tipo B

Tipo C

Tipo D

Particulas inmaduras
carentes de envoltura

Particulas con envoltura,
extracelulares, con core

condensado y excéntrico.

Particulas con core
central y con espiculas
apenas visibles en su

Particulas ligeramente
mas grandes y con
espiculas poco

e intracelulares Envoltura con espiculas

. envoltura
prominentes

prominentes

Ciclo de replicacion viral

Cada ciclo de replicacion en los retrovirus estda acompanado por altas tasas de mutacién
viral estimadas en un rango de 10™ y 10°. Esta caracteristica se debe a los frecuentes errores
de la transcripcién reversa, incluso, se reportdé la existencia de una alta frecuencia de
recombinacién entre retrovirus que se encuentran infectando a dos células diferentes. Una vez
infectado el animal, se produce el reconocimiento de las glicoproteinas de superficie por el
receptor de su célula blanco, con la consiguiente liberacion de la nucleocapside en el
citoplasma de la célula infectada. Después de la pérdida de la envoltura, el ARN viral se
transcribe a través de la transcriptasa reversa a ADN de doble cadena complementario y se
integra al genoma del hospedador por la accion de la enzima integrasa. El virus asi integrado
se denomina provirus y se caracteriza por ser estable, pudiendo ser transcripto por la
maquinaria replicativa celular. La transcripcion del provirus conduce tanto a la produccion, de
ARN gendmico necesario para la formacién de nuevos virus, asi como de los ARNm necesarios
para la sintesis de proteinas estructurales y regulatorias. La traduccion tiene lugar en los
ribosomas seguida de una etapa de maduracion en el reticulo endoplasmico rugoso, algunas
proteinas son glicosiladas en las vesiculas del aparato de Golgi. Este complejo proteico se
inserta en la membrana celular. Durante la etapa de ensamble las proteinas estructurales
rodean dos copias del ARN gendémico para formar la nucleocapside. A continuacién, durante el
proceso de gemacion el viribn adquiere su envoltura y las proteinas virales de membrana, se
libera y accede al espacio extracelular diseminandose e infectando nuevas células. La
replicacion viral, via produccion de viriones que infectan nuevas células blanco, parece ocurrir
casi exclusivamente durante el corto periodo que le sigue a la primo-infeccion. Para explicar la
ausencia de viremia del VLB se propuso otra via de replicacion denominada mitética, donde el

virus integrado se multiplica durante la expansion clonal de su célula blanco.
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Figura 2: Ciclo de replicacion de los retrovirus

Patogénesis

Los retrovirus afectan a un amplio espectro de hospedadores asociados a una amplia
variedad de enfermedades incluyendo tumores malignos, inmunodeficiencias, trastornos
neuroldgicos, artritis, osteoporosis y anemia entre otras. Algunos representantes de este
género presentan un largo periodo de incubacion, persistiendo la infeccion durante toda la vida
del animal, actuando como reservorio del virus. Estos virus proporcionaron un instrumento
fundamental para la biologia molecular y permitieron el andlisis del crecimiento y la
diferenciacion de la oncogénesis a través del estudio de los oncogenes viricos. Estos
desempefian diferentes funciones fisiolégicas, algunas no definidas aun y otras asociadas al
crecimiento celular. La interaccion con los retrovirus que se produce en los diferentes estadios
de la replicacién y maduracion viral, pueden activarlos, llevando a la sobreexpresién, mutacion
o delecion genética, induciendo de esta forma a la transformacion celular. Algunos otros virus
producen inmunosupresion, esto lleva a una depresion del sistema inmune que por diferentes

circunstancias lleva al animal invariablemente a la muerte.

Respuesta inmunolégica

Para el estudio de la respuesta inmunolégica de esta familia, se tomara como modelo al
género Lentivirus. Esto se debe al hecho que ocasionan importantes enfermedades de
declaracion obligatoria (anemia infecciosa equina, artritis encefalitis caprina y maedi visna), en

especial a los lentivirus que afectan a los pequefos rumiantes (LVPR).



Como se describe en el capitulo de generalidades de la respuesta inmune, existe una
secuencia légica de eventos que se desencadenan una vez que el microorganismo toma
contacto con el sistema inmune del hospedador. El primer evento es el reconocimiento, llevado
a cabo por la interaccion de los PAMPs (por su sigla en inglés, patrones moleculares asociados
a patégenos) que en el caso de los virus estan representados por proteinas y acidos nucleicos
presentes en el virion asi como los intermediarios de la replicacion viral. Estos PAMPs son
reconocidos por los PRRs (por su sigla en inglés, receptores de reconocimiento de patrones)
presentes en las células del sistema inmune asi como en otras células de la economia animal,
situadas en la puerta de entrada del virus.

La union de estos receptores (PRRs) con sus ligandos (PAMPs) induce la activacion de vias
de sefalizacion, responsables de la activacion, del factor de transcripcion como el NF kB, entre
otros. Este factor una vez translocado al ndcleo estimula la sintesis de citoquinas pro-
inflamatorias, una de sus funciones es reclutar células innatas efectoras al foco de infeccion,
como neutréfilos y macréfagos con el objetivo de eliminar al patégeno.

En ovejas y cabras, el papel de los TLR y la activacién de las cascadas de sefializacion no
estan estudiados en profundidad. De todos modos, se demostré que en infecciones con LVPR
la activacion de los TLR 8 y 9 que reconocen ARNsc y ADN con CpG no metilados
respectivamente, inducen la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-q, IL-6, TNF-a y
la consecuente expresion de proteinas con actividad antiviral. Se desconoce el tipo de relacion
que tienen con la replicacién viral, las vias de senalizaciéon o el sitio de insercion del provirus
vinculado con el sitio de unién transcripcional del NF-xB. Sin embargo, dada la importancia de
los macréfagos como células efectoras de la inmunidad innata, su maduracion y activacion
podria inducir la replicacion viral del provirus, en forma similar a lo postulado como via mitética
de replicacion viral en la LEB.

Aunque no se investigd en profundidad el papel que desempefian los factores de restriccion
intrinseca o proteinas de accién antiviral en pequefios rumiantes, se demostré la presencia de
TRIM5a, A3G vy tetherina. Estas proteinas, como parte de la respuesta humoral innata mas
compleja, son resultado de la estimulacion celular por los INF tipo | en la infeccion por LVPR.

La proteina TRIM5a es un factor antiviral, que en presencia de viriones completos en el
citoplasma, se les une especificamente formando complejos denominados cuerpos
citoplasmaticos inhibiendo la llegada del virus al ndcleo. En HIV se demostré que esta union
entre TRIM5a y la capside viral desencadena el des-ensamblaje de la particula viral
probablemente mediada por la accion del proteasoma que se encuentra asociado al TRIM5a.

También se identificé en las ovejas, una proteina similar a la A3G en HIV, es otra proteina
antiviral expresada por linfocitos, macréfagos y células dendriticas tras la estimulaciéon por IFN-

a e IL-2. Presenta 2 mecanismos de accion:

a. su funcién es incorporarse a la capside viral durante el ensamble y al estar en
relacion directa con el genoma, induce mutaciones durante el proceso de

transcripcion reversa. Estas mutaciones desencadenan dos tipos de eventos:



a. genera inestabilidad en la molécula evitando su incorporacion en el genoma

del hospedador y se degrada.

b. a veces la mutacién no es suficiente para evitar la integracion pero si altera
el marco abierto de lectura o incorpora codones de stop formando proteinas
virales mal plegadas o truncadas respectivamente, generando un pool de
péptidos antigénicos virales susceptibles de ser presentados en el contexto

del CMH tipo | y promover la activacion y proliferacién de LT C8 citotéxico;

c. interfiere con la actividad de la TR, posiblemente por interaccion directa con

la misma.

Desafortunadamente, como ocurre en VIH, en infecciones por LVPR el producto del gen
accesorio vif es esencial para la replicacion viral pero también promueve la degradacion del
A3G, al que se une directamente induciendo su poliubiquitinizacién haciéndolo blanco de la
accion del proteosoma.

La proteina con funcion antiviral denominada tetherina, inducida por INF tipo | previene la
liberacion de la particula viral de la superficie celular, se ubica en la membrana celular y al ser
incorporada a la particula viral no sélo evita su liberacion de la célula sino que los viriones
pueden ser endocitados y digeridos en el compartimento lisosomal. Afortunadamente para el
hospedador, los LVPR carecen del gen vpu presente en el VIH cuya funcion es unirse a esta
proteina antiviral y asi evitar su funcion.

La respuesta innata también cuenta con efectores celulares que conforman la respuesta
celular frente a infecciones contra microorganismos de vida intracelular. En la inmunidad innata,
las células citotoxicas por excelencia son las células NK. Lamentablemente y hasta el momento
no se investigaron en la respuesta frente a infecciones por LVPR. Dada la importancia de estas
células en la infecciéon por VIH se puede suponer el rol en las infecciones por lentivirus y
especular que las NK se activan, no sélo por el estimulo mediado por INF tipo |, sino también
reconociendo proteinas virales mediante receptores de activacion, activacion del complemento,
citotoxicidad mediada por anticuerpos y la produccion de INF-y responsable de la activacion de
macrofagos y la eliminacién del microorganismo asi como la modulacién de la respuesta
adaptativa para la respuesta antiviral especifica. Muchas veces en la necesidad de desarrollar
la vacuna mas efectiva se toma nota de la respuesta inmune a estos inmundgenos que dan un
panorama probable de los mecanismos que pudieran desencadenarse en la infecciéon natural.
Las ovejas vacunadas con proteinas recombinantes de la envoltura demostraron una alta
concentracion sérica de la IgG2 a la que se le atribuy6 la actividad de citotoxicidad mediada por
anticuerpos en infecciones tempranas.

Otros linfocitos de la inmunidad innata son los LT-y® que cumplen un rol fundamental en la
respuesta inmune gracias a su capacidad de producir IFN-y, su intervencion en la regulacién
negativa de la respuesta inmune luego de la eliminacién del patégeno y su intervencion en la

reparacion del tejido dafiado asi como su respuesta de memoria. Esta célula representa el



70 % en animales jovenes, en pequefios rumiantes y en bovinos esta proporcion se mantiene
alta en los animales adultos. En cabras infectadas con CAEV presentan altas proporciones de
LT y® comparado con animales sanos lo que indicaria su importante rol en el control de este
patdgeno en la puerta de entrada. También hay LT yd en suero que por su capacidad de
reconocer anticuerpos y virus circulante, cumplirian un rol importante durante las viremias.
Durante la infeccion con lentivirus, se genera una respuesta inmune adaptativa tanto
humoral como celular. En el caso de infecciones por LVPR todavia no queda claro el tipo de
relacion existente entre la proteccion y la progresion de la enfermedad. Los individuos
infectados sufren una fase aguda de replicacion virica durante las primeras semanas post-
infeccion. Esta se continia con una potente respuesta inmune que la restringe hasta niveles
muy bajos, aunque no llega a producir la eliminacion completa de los virus, los cuales
permanecen en estado de provirus integrados al genoma escapando de la respuesta inmune
adaptativa. En un estudio experimental llevado a cabo en ovejas infectadas con el VMV se
observé comparativamente la actividad celular y la seroconversién humoral. Se determind un
pico de concentracion celular entre las dos y ocho semanas post-infeccion, la actividad fue
disminuyendo gradualmente hasta llegar a la semana 16. La seroconversion ocurrié entre las
dos y ocho semanas siguientes a la inoculacién, atribuyendo esta coincidencia entre la

aparicion de la seroconversion y la disminucion de células asociados al virus, al control inmune.

Respuesta Inmune humoral

La respuesta humoral adaptativa es mediada por anticuerpos dirigida contra epitopes
inmunidominantes de glicoproteinas de la cépside. Los anticuerpos son detectables a partir de
la 2.2 0 4.7 semana post-infeccion con una perdurabilidad variable segun el virus. A pesar que
los anticuerpos neutralizantes son de aparicion tardia, hasta afos pos infeccion, los
anticuerpos de aparicion temprana tiene una participacion importante en la citotoxicidad
mediada por anticuerpos, proceso por el cual células y mecanismos citotoxicos tanto innato
(sistema del complemento, fagocitos y células NK) como adaptativos (linfocitos CD8
citotdxicos) se activan para eliminar la célula infectada.

Es interesante considerar que los anticuerpos neutralizante se producen en forma lenta,
tienen baja afinidad y son de titulos bajos. Sumado a la capacidad de los retrovirus de
integrarse al genoma de la célula hospedadora y su diseminacion por contacto célula-célula, la
respuesta humoral puede no afectar a la propagacion y diseminacion virica. No obstante

algunos autores demostraron que limita la propagacion del virus.

Respuesta inmune celular

La respuesta inmune adaptativa celular se produce generalmente entre la 1.7 y 4.7 semanas
post-infeccion, volviendo a niveles basales entre las semanas 4 y 12 posteriores. Estudios en

infecciones por lentivirus en pequefios rumiantes determinaron que a pesar de no regular



negativamente la expresion de CMH tipo |, los macréfagos infectados expresan menos CMH
tipo 1l y moléculas de co-estimulo lo que se traduce en una menor activacion de linfocitos CD4
colaboradores. Igualmente se demostré que se produce un aumento en el numero de linfocitos
TCDS8 citotéxicos, facilitando el control de la carga viral en células infectadas y produciendo
diferentes citoquinas inhibitorias. Esta linfocitosis observada en realidad se produce porque
disminuye el nimero de linfocitos TCD4" por lo que se invierte la relacion en la formula
TCD4'/TCD8". Ademas, de estas alteraciones en el nimero de linfocitos, se puede observar
alteraciones en la expresion de diferentes citoquinas como las IL-2, IL8 y la IL 16 que modulan
la quimiotaxis de células de la inmunidad innata y adaptativa que dependiendo de su
localizaciéon produciran signos clinica acorde al tejido afectado. También se observé un
aumento del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que regula la expresion de la interleuquina
IL-1 e IL-6, regulaciéon de la actividad de los macréfagos y la expresion de moléculas de

adhesion en las células endoteliales.

Profilaxis y Control

Los primeros estudios sobre la posible utilizacion de vacunas para el control de los
retrovirus fueron elaborados a partir de virus inactivados provenientes de células infectadas con
diferentes antigenos virales purificados. Avances significativos en el campo de la vacunacion
surgieron gracias al uso de tecnologias recombinantes, permitiendo la expresion de una gran
variedad de proteinas virales en sistemas eucariotas y procariotas desarrollando mas tarde
vacunas sintéticas. Pese a los numerosos intentos llevados a cabo, no existen todavia vacunas
comerciales para el control de las diferentes enfermedades. Otras estrategias utilizadas se
consideraron, incluyendo aislamiento de animales infectados, inmunizacién pasiva con calostro,
como asi también vacunacién con proteinas virales sintéticas y cepas atenuadas
recombinantes. Hasta el momento, ninguno de estos métodos presenta 6ptima combinacién de
eficiencia, economia y seguridad. Por lo tanto, y debido a que los retrovirus pueden
diseminarse por contacto directo entre animales enfermos y sanos, estrictos controles de
manejo y sanitario podrian ser de gran ayuda para el control de las diferentes enfermedades.

Estas medidas incluyen:

e Introduccion de animales sanos a los rebafios o establecimiento.

¢ Necesidad imperiosa del uso de materiales descartables y/o estéril en toda maniobra
veterinaria.

e Control de artrépodos hematéfagos.

e No utilizar calostro en animales infectados por estos virus, sobre todo en las especies

donde la transmisién de los anticuerpos se da via mamaria. El calostro se caracteriza



por presentar gran cantidad de células blancas que pueden tener en su genoma al
provirus integrado y asi infectar a los lactantes.

Eliminacién de animales positivos para aquellas enfermedades que son de denuncia
obligatoria en nuestro pais, como la anemia infecciosa equina, donde los animales

positivos deben ser sacrificados.
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CAPITULO 8
Rhabdoviridae

Marcelo R.Pecoraro, Leandro Picotto

La familia Rhabdoviridae se encuentra clasificada taxondmicamente dentro del orden
Mononegavirales y comprende una gran variedad de virus envueltos con genoma ARN de
cadena simple y polaridad negativa, cuya morfologia es en forma de barra o bala. En la
actualidad, segun el |International = Committee  on Taxonomy  of  Viruses
(http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp) la familia viral se encuentra dividida en veinte
géneros: Almendravirus, Alphanemrhavirus, Caligrhavirus, Curiovirus, Cytorhabdovirus,
Dichorhavirus, Ephemerovirus, Hapavirus, Ledantevirus, Lyssavirus, Novirhabdovirus,
Nucleorhabdovirus, Perhabdovirus, Sigmavirus, Sprivivirus, Sripuvirus, Tibrovirus, Tupavirus,
Varicosavirus, Vesiculovirus. La familia incluye patégenos de muchos animales y plantas que
tiene gran impacto en la salud publica, veterinaria y agricultura.

Los rhabdovirus pueden ser transmitidos por distintas vias: mediante artrépodos hacia otros
hospedadores (animales, plantas) o directamente entre artropodos, mediante mordeduras entre
mamiferos, por el agua hacia los peces o mecanicamente como sucede por contacto directo
con algunos rhabdovirus de plantas.

Los virus de esta familia de mayor impacto en salud animal pertenecen a los géneros
Lyssavirus, Vesiculovirus, Ephemerovirus y Novirhabdovirus. El género Lyssavirus esta
formado por dieciséis especies virales que infectan el sistema nervioso de los animales y salvo
el virus de murciélago de Lagos, producen encefalomielitis en humanos. La especie tipo del
geénero es el virus de la rabia. El género Vesiculovirus estd compuesto por dieciséis especies
virales que infectan mamiferos, insectos y peces. La especie tipo del género es el Vesiculovirus
Indiana que provoca estomatitis vesicular en caballos, cerdos y bovinos. El género
Ephemerovirus esta integrado por ocho especies de virus que infectan animales. La especie
tipo del género es Ephemerovirus de la fiebre efimera bovina. ElI género Novirhabdovirus esta
compuesto por cuatro especies que afectan a peces. La especie tipo es el novirhabdovirus de
la necrosis hematopoyeética infecciosa.



Estructura y propiedades fisico-quimicas

Los rhabdovirus presentan una estructura en forma caracteristica de bala o cénica (en
vertebrados e invertebrados) o baciloforme (en plantas). Los viriones tienen una longitud de
100 a 430 nm y diametro de 45 a 100 nm (las particulas defectivas presentan tamafio menor).
El genoma viral consiste en una unica molécula de ARN de cadena simple y polaridad negativa
(con la excepcion de Dichorhavirus, que presentan ARN bipartito) con un tamafio que oscila
entre 11 y 15 kb. El genoma se asocia especificamente a proteinas formando un complejo

ribonucleoproteico (RNP) de simetria helicoidal que lo protege del ataque de nucleasas.

El RNP se encuentra rodeado por la envoltura viral que es derivada de la membrana
plasmatica de la célula hospedadora. Esta tiene contenido lipoproteico y presenta proyecciones

en forma de espiculas glicoproteicas (figura 1).

Estructura de los Rhabdovirus

Glicoproteina (G)
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Figura 1. Representacion esquematica de un rhabdovirus

Los rhabdovirus tienen su genoma que consiste en una cadena simple de ARN de polaridad
negativa. Este codifica 5 proteinas comunes a todos los virus de la familia en el siguiente
orden: 3’-N-P-M-G-L-5'. Sin embargo, algunos géneros de la familia pueden incluir proteinas
adicionales (Figura 2).
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Figura 2. Organizacion genética de los Rhabdovirus.

Los rhabdovirus son relativamente estables en el ambiente, sobre todo si el pH es
ligeramente alcalino (el virus de la estomatitis vesicular puede contaminar bebederos durante
varios dias). Son virus termolabiles y sensibles a la irradiacion ultravioleta de la luz solar. Son
inactivados facilmente por desinfectantes a base de detergentes y de preparados que
contienen yodo (se aplican cominmente como desinfectantes para reducir o eliminar los

rhabdovirus de peces que se depositan en la superficie de los huevos).

Mecanismo de replicacién viral

La replicacion viral puede dividirse en tres etapas. Una primera destinada a la fijacion del
virus a las células susceptibles del hospedador. La segunda etapa incluye la transcripcion y
replicacion del genoma viral y la sintesis de las proteinas virales. La tercera, involucra el
ensamblaje del virus y salida de la célula infectada.

El ciclo viral (Figura 3) comienza con la fijacion del virus a la superficie de la célula blanco.
Hay estudios que muestran que el receptor de la acetilcolina funciona como principal sitio de
anclaje. Sin embargo, con el fin de iniciar el ciclo viral en el animal infectado, parece que el
virus no se limita a la eleccion de un solo tipo de receptor. Una vez adsorbido a la célula, es
internalizado por endocitosis (a menudo puede ingresar por pinocitosis). Luego, en el entorno
acido del endosoma (pH entre 6,3 y 6,5) la glicoproteina sufre cambios conformacionales que
dan lugar a la fusién entre la membrana viral y la membrana endosomal, que ocasiona la
liberacion del RNP en el citoplasma celular.

En la segunda fase del ciclo viral, se produce la descondensacién del RNP dando lugar al
inicio de la transcripcion del genoma viral en el citoplasma de la célula infectada. Producto de
los cambios conformacionales, la proteina de matriz se disocia del RNP provocando la
relajacion del mismo, permitiendo el inicio de la transcripcion y replicacion viral. En una primera
instancia, ocurre la transcripcion temprana, donde se producen secuencialmente transcriptos
monocistronicos de ARN mensajeros (ARNm) con un capuchén en el extremo 5 vy
poliadenilados en el extremo 3’ para evitar su degradacion. En esta etapa se genera un

gradiente de transcripcion, donde los genes mas proximos al extremo 3' se transcriben en



mayor medida que aquellos cercanos al extremo 5. Las proteinas virales se sintetizan a partir
de los ARNm virales utilizando la maquinaria de sintesis proteica de la célula hospedadora. El
ARNmM-G (que da lugar a la glicoproteina) se traduce en polirribosomas unidos a la membrana
(polisomas) y luego de su paso por el lumen del reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi se
producen las modificaciones post-traduccionales (puentes de sulfuro y N-glicosilaciones)
necesarias para obtener la glicoproteina en su forma madura. En cambio, los otros cuatro
ARNm virales (ARN-N, ARN-P, ARN-M, y ARN-L) se traducen en polisomas "libres" en el
citoplasma. La acumulacion de las proteinas virales N y P da lugar al inicio de replicacion de
ARN viral, debido a que es dependiente de la encapsidacién del antigenoma que sirve como
molde para la replicacién del genoma.

En la tercera etapa de la replicacion viral se lleva a cabo el montaje del virus, que comienza
en la segunda fase con la encapsidacion del ARN viral y la formacién del RNP. El ensamblaje
del RNP continda en la tercera fase siempre y cuando las células infectadas se mantengan
metabdlicamente activas. En la fase tardia toma protagonismo la proteina multifuncional M. Se
une al RNP recién formado y modifica el equilibrio entre transcripcion viral y replicacion,
inhibiendo la transcripcion y estimulando la replicacion. Por otro lado, interactua con la
glicoproteina G que se encuentra en la membrana celular y altera la estructura del RNP que es
enrollado. Por ultimo, se produce el montaje y salida de las particulas virales de la célula. En
esta etapa, los viriones maduros adquieren su envoltura luego de la brotacion a través de la
membrana plasmatica celular arrastrando las espiculas virales formadas por trimeros de

glicoproteina.

|

Figura 3. Ciclo de replicacion de un Rhabdovirus: (1) Adsorcién (2) Penetraciéon (3) Transcripcion-Replicacion (4)

Ensamblaje-Maduracioén-Liberacion.

Rabia

La rabia es una enfermedad zoondética causada por virus del género Lyssavirus que produce
encefalomielitis aguda y se transmite principalmente por mordedura de animales enfermos. Si

bien existen medidas eficaces para controlarla, todavia es considerada por la Organizacién



Mundial de la Salud (OMS) como una zoonosis de alta prioridad, desatendida en gran parte del
mundo, especialmente en Africa y Asia, que produce mas de 55.000 muertes anuales.

Epidemiolégicamente la rabia puede ser clasificada en dos ciclos: terrestre y aéreo
(Figura 4).

El ciclo terrestre se encuentra dividido en rabia urbana y silvestre. En la urbana, sucede en
las ciudades, las principales especies animales afectadas son perros y gatos (en menor
medida) y es el tipo epidemioldgico mas riesgoso debido a las constantes exposiciones de las
personas con estos animales. La rabia silvestre es aquella que ocurre en zonas rurales y
producto de esto la exposicion humana es muy baja. Los animales mas afectados son
principalmente zorros, lobos, coaties, mapaches, etc.

El ciclo aéreo de la rabia involucra a murciélagos enfermos. Dependiendo de la alimentacion
podemos distinguirlos en murciélagos hematoéfagos y no hematofagos (insectivoros,
frugivoros). Se demostrd que en Argentina la prevalencia del virus rabico en poblaciones de
murciélagos se encuentra entre 1y 3 %. Los murciélagos no hematéfagos estan distribuidos en
ambientes salvajes y ciudades, por lo que la presencia de un murciélago caido conlleva un alto
riesgo de contagio hacia animales domeésticos y personas. Los murciélagos hematofagos,
Desmodus rotundus, Diphylla ecaudatay Diaemus youngi, se encuentran solamente en el
continente americano. Estos funcionan como transmisores de virus rabico hacia otros animales
produciendo rabia paresiante en bovinos, equinos y ovinos y esporadicamente en personas. La
rabia paresiante se halla difundida desde México hacia la zona central de Argentina,
principalmente en zonas tropicales o subtropicales. En Argentina, ocasiona grandes pérdidas

econdémicas a productores y requiere de millones de dosis anuales de vacunas.
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Figura 4. Ciclos de la rabia. La imagen detalla como ocurre la circulacion del virus de la rabia, ya sea aérea o terrestre,

entre las distintas especies afectadas
Patogénesis viral

Los virus de ARN de la familia Rhabdoviridae comprenden microorganismos que infectan
artropodos, plantas, peces y mamiferos. Si bien los vesiculovirus a menudo se utilizaron como

modelo para estudiar los mecanismos de replicacion y transcripcion de rhabdovirus, nos



centraremos en los lyssavirus, que incluyen al virus de la rabia que es el mas representativo de
la familia (Figura 5).

La transmisién viral generalmente ocurre luego de que la saliva infectada de un animal
hospedador pasa a un animal no infectado, como consecuencia de una mordedura o una
lamida sobre piel danada. Sin embargo, también existen otras formas poco probables de
transmision como son a través de las mucosas (0jos, nariz, boca), por aerosoles y trasplantes
de cornea y 6érganos (en humanos).

Luego de la inoculacion, el periodo de incubacién puede durar dias, semanas, meses o
afos. Los eventos precisos en esta etapa son desconocidos hasta el momento, sin embargo se
cree que el virus se aloja en las cercanias del sitio de mordedura y desde alli invade las fibras
musculares. La glicoproteina G es el unico componente viral que media la entrada del virus a la
célula hospedadora uniéndose a receptores celulares en las uniones neuromusculares, como
es el receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), la glicoproteina de adhesion celular (NCAM) y
el receptor neurotrofina de baja afinidad p75 (p75NTR). El virus viaja a través del sistema
nervioso central de forma centripeta, a través de axones motores y sensoriales por transporte
retrogrado axonal rapido. Evidencia reciente, indica que la fosfoproteina del virus de la rabia
interactia con una proteina, la dineina LC8, la cual es importante en el transporte neuronal de
actina y microtubulos.

Las neuronas son infectadas en la médula espinal y subsecuentemente, hay una
diseminacioén de neurona a neurona por transporte axonal rapido a lo largo de las conexiones
neuroanatémicas. Esto ocasiona cambios de comportamiento, ya que afecta el area limbica, lo
que torna mas agresivos a los animales infectados predisponiéndolos a morder a otros
individuos. Una vez avanzado el cuadro, se compromete al sistema nervioso parasimpatico,
infectando las glandulas salivares, piel, corazén y otros érganos. El virus rabico se elimina por

la saliva, lo que es crucial para la transmision a otros animales.
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Figura 5. Patogénesis del virus de la rabia



Respuesta inmune

Durante el periodo de incubacion, el virus de la rabia es segregado del sistema inmune, ya
que no se observa respuesta de anticuerpos. Solo después de que los sintomas neuroldgicos
se desarrollan aparecen anticuerpos en el suero y mas tarde en el liquido cefalorraquideo
(LCR).

Los anticuerpos en el LCR reflejan la produccién local en el sistema nervioso central, asi
como la transferencia pasiva y estan ausentes después de la vacunacion. Su demostracion
s6lo es util para el diagnostico en fases tardias de la enfermedad. Titulos vacunales en un
paciente con rabia podrian generar confusion, pero en la enfermedad, los titulos aumentan a
niveles que no observados en individuos vacunados.

Los anticuerpos neutralizantes son un componente esencial de la respuesta protectora. Sin
embargo, una respuesta de IFN mediada por células T juega un papel de importancia en la
proteccion.

Resumidamente, en la infeccién por el virus de la rabia, al igual que en otros rhabdovirus,
estan involucradas la respuesta inmune innata y adaptativa en conjunto. Durante la
diseminacioén del virus desde el sitio de la mordedura hasta el cerebro, éste se enfrenta a los
mecanismos de defensa del hospedador en diferentes pasos. En primer lugar las particulas
virales depositadas en la piel o en el musculo debido a la mordedura son detectadas
rapidamente por la primera linea de defensa (respuesta inmune innata). El sistema inmunitario
innato puede detectar la presencia de microorganismos patégenos a través de "receptores de
reconocimiento de patrones" (PRRS) que reconocen "patrones moleculares asociados a
patégenos” (PAMPs) expresados por los microorganismos. Una vez detectado el virus de la
rabia, estos receptores estimulan mediante cascadas de transduccion de sefales, la
producciéon de quimiocinas, citoquinas inflamatorias y moléculas antivirales como interferones
(IFN). Ademas, se produce la activacion del complemento y la atraccién de macréfagos,
neutréfilos y células NK (natural killers) al sitio de infeccion. Esta respuesta inmune innata se
desencadena en las primeras horas tras la entrada de patégenos y no es especifica.

Las neuronas son capaces de desarrollar respuesta innata (liberacion de INF, quimiocinas,
citoquinas inflamatorias). Sin embargo y al igual que sucede con muchos otros virus, el virus de la
rabia evoluciond y desarrollé sofisticadas estrategias para evadir la respuesta inmune innata. Las
proteinas N y P interfieren en la defensa celular innata, disminuyendo notablemente la liberacion
de INF. Ademas, el virus de la rabia limita la respuesta inflamatoria en el sistema nervioso. Por lo
tanto, la evasion de la respuesta inmune puede ser critica para la progresion del virus en el
sistema nervioso a través de la red neuronal que le permite alcanzar el tronco cerebral y las
glandulas salivales.

La respuesta inmune adaptativa contra un virus neurotropico que entra rapidamente en el
sistema nervioso, se produce siempre en la periferia ya que el sistema nervioso esta desprovisto
de drganos linfoides. La activacion de la respuesta inmune adaptativa se lleva a cabo en los
organos linfoides tales como los ganglios linfaticos o el bazo. La inmunidad adaptativa es

especifica contra el virus de la rabia. Su actividad estd mediada por LB o LT e incluye una



respuesta humoral y una respuesta celular, que desencadenan mecanismos efectores
especificos contra el virus. Los mecanismos de respuesta inmune adaptativa involucran la
producciéon de LT CD4+, LT citotéxicos CD8+ virus especificos y la produccion de anticuerpos

especificos contra el virus.

Profilaxis y control

El principal punto a tener en cuenta en rabia es prevenir la infeccidon. Para lograrlo deben
tomarse una serie de medidas en conjunto: programas de vacunacion anual de perros y gatos,
control estricto de la poblacién canina y felina callejera, control de la poblacién de murciélagos
y control de paso de animales en fronteras.

Los animales domésticos (especialmente perros y gatos) deben ser vacunados anualmente
para prevenir que se infecten y puedan transmitir la rabia a las personas u otros animales. Los
animales callejeros (perros en particular) también deben ser controlados ya que actdan como
reservorios del virus de la rabia. Los animales salvajes son potencialmente portadores de rabia,
por lo que no deben ser manipulados o alimentados. Los murciélagos deben mantenerse fuera
de las casas o edificios y no deben manipularse. En algunos paises se vacuna oralmente a
animales salvajes para disminuir la presencia del virus en poblaciones animales salvajes.

En caso de animales potencialmente rabiosos, solo los veterinarios deberan manejarlos, con
extrema precaucion y equipamiento e indumentaria de seguridad apropiada. Al practicar la
necropsia o en otras circunstancias en las que la exposicion a los tejidos infecciosos podria
ocurrir, la indumentaria necesaria incluye guantes gruesos de goma, gafas protectoras vy
delantal de goma.

Las mordeduras deben ser reportadas inmediatamente. En caso de accidente por
mordedura o arafiazo de un animal hacia una persona que conlleve un potencial riesgo de
transmision de virus de la rabia, los detalles sobre la especie del animal, el estado clinico del
animal y la epidemiologia local son importantes en esta evaluacion. En tal caso, el animal debe
ser observado por un periodo de diez dias post exposicion y evaluar su comportamiento. Si no
muestra signos de rabia, no es necesario iniciar el tratamiento post exposicidén; caso contrario,
se inicia tratamiento en la persona agredida (vacunacién contra la rabia y la administracion de
inmunoglobulina antirrabica humana), se practica la eutanasia del animal y se realiza el
diagnéstico. En caso de ocurrir un accidente en la zona de la cabeza, se inicia el tratamiento
post exposicidon debido a la proximidad de la potencial zona de inoculacién con el cerebro del
agredido.

Para aquellas personas que tienen un alto riesgo de exposicion al virus rabico, como ser
veterinarios, cuidadores de animales, funcionarios de medio ambiente, trabajadores de
laboratorio existe la vacuna inactivada. Los viajeros internacionales también pueden ser
vacunados en algunos casos. Las personas vacunadas todavia deben recibir profilaxis
posterior a la exposicion, pero la vacunacion elimina el requisito de inmunoglobulina antirrabica

y disminuye el nUmero de vacunaciones después de la exposicion.



Pruebas diagnésticas

El diagndstico de la rabia en seres humanos y animales es esencial para el tratamiento
posterior a la exposicion. Dependiendo del estado del paciente, se puede llevar a cabo un

diagndstico ante o post mortem (Tabla 1). Existen diferentes métodos de diagndstico.

A) Diagnéstico ante mortem

Utilizando una muestra de biopsia de piel (nuca) puede realizarse una inmunofluorescencia
directa (IFD). Para ella se utiliza un anticuerpo marcado con un fluorocromo que reacciona
especificamente con el antigeno de la nucleocapside del virus. Un resultado positivo es
indicativo de rabia pero el resultado negativo no descarta la posibilidad de infeccion. Si se
emplea un panel de anticuerpos monoclonales anti nucleocapside del virus rabico, con la IFD
puede realizarse tipificacion antigénica.

Para diagnosticar rabia también pueden utilizarse muestras obtenidas de tejidos o de
secreciones y fluidos bioldgicos tales como saliva, LCR o lagrimas. Se realizan inoculaciones
intracraneales en ratones o cultivos celular de neuroblastos y detecciones de ARN viral,
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).

El ensayo biolégico es el método mas sensible para detectar rabia y consta de inocular
ratones intra-cerebralmente con las muestras obtenidas. En caso de una muestra positiva entre
los dias 7 y 15 post-inoculacion los ratones se enferman. Una vez que se observan signos de
enfermedad se puede detectar el antigeno rabico. En caso de ocurrir muertes el periodo de
incubacion para rabia, deben confirmarse por otras técnicas diagnosticas.

La RT-PCR es una técnica muy sensible que se basa en la deteccion del ARN viral. Sin
embargo, pueden producirse resultados falsos positivos o falsos negativos, por lo que sélo se debe
utilizar en combinacién con otras técnicas convencionales. La RT-PCR se utiliza para clasificacion
viral.

Existen técnicas de diagndstico que se basan en la deteccidon de anticuerpos especificos al
virus. Dentro de ellas se encuentran el ensayo de neutralizacion, el método rapido de inhibicién
de focos fluorescentes (RIFFT) y método enzimatico ELISA.

El ensayo de neutralizacion en ratones para la determinacién de anticuerpos presenta un
alto grado de especificidad. Se realizan diluciones del suero a estudiar, se les afiade una
cantidad fija de virus estandar y se inoculan en ratones. Es un ensayo de serologia basica,
donde la falta de anticuerpos neutralizantes se manifiesta por la muerte o enfermedad del
hospedador. Presenta las desventajas de la demora en el resultado y el empleo de animales.

En el RIFFT se incuban diluciones del suero a titular y un suero de referencia de titulo
conocido, con una dosis fija de virus. Se afiade una suspension de células sensibles y luego de
la incubacién se observa con microscopio de fluorescencia. Teniendo en cuenta la disminucion
del titulo infeccioso, se puede calcular el titulo del suero desconocido por comparaciéon con el
suero de referencia. Es una técnica que tiene una sensibilidad equivalente al test de la

seroneutralizacion con la ventaja de que en un dia ya se tiene el resultado.



El ELISA (del inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) es una técnica que permite la
deteccion de anticuerpos anti virus rabico en suero o plasma del hombre y animales. Este
ensayo permite en solo 4 horas, calcular la concentracion de anticuerpos de cada muestra
desconocida.

B) Post mortem

Las muestras preferidas en el diagndstico post mortem son las provenientes de tejido
cerebral.

El ensayo mas utilizado es la prueba de inmunofluorescencia en improntas de tejido
cerebral que es el estandar de oro para el diagnéstico de la rabia. Puede ser necesario realizar
un aislamiento del virus. Para ello es conveniente la inoculacion en ratones de manera
intracraneal o en cultivos celular de neuroblastos. Alternativamente, puede realizarse un
ensayo molecular por RT-PCR aunque no se recomienda en la actualidad para el diagndstico
postmortem.



Tabla 1: Ensayos diagnéstico para rabia.

Muestra Ensayo Deteccion
Ante mortem
Biopsia de piel; repetir hasta obtener IFD Antigeno viral (N)
un diagndstico RT-PCR ARN viral

Saliva, lagrimas, LCR; repetir hasta
gue se obtiene un diagnostico

LCR

Suero

Cultivo en tejido
Inoculacion en ratones
RT-PCR

No vacunados: ensayo
inmediato*
Vacunados: guardar y
comparar unos dias mas
tarde

Neutralizacion
ELISA
RIFFT

Aislamiento viral
Aislamiento viral
ARN viral
Deteccién anticuerpos

Deteccién anticuerpos

Deteccién anticuerpos

Post mortem
Cerebro
Necropsia de dos 0 mas muestras
(tronco cerebral y cerebelo)

IFD sobre improntas de
tejido cerebral
Inoculacion en ratones
RT-PCR

Antigeno viral (N)
ARN viral
Aislamiento viral
Deteccion de antigeno en el
tejido fijado con formalina

IFD: Inmunofluorescencia directa. RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa. LCR: Liquido cefalorraquideo. ELISA: del inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, es un
meétodo inmunoenzimatico.* En pacientes no vacunados, los anticuerpos especificos de rabia aparecen
en la sequnda semana de la enfermedad. Se han detectado anticuerpos IgM especificos de rabia en
suero y en algunos casos en LCF en bajas concentraciones, pero no antes que los anticuerpos IgG.
Elevadas concentraciones de anticuerpos en el LCF han sido consideradas diagnésticas a pesar de la

vacunacion.
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CAPITULO 9

Togavirus
Maria Gabriela Echeverria, Maria Laura Susevich

La familia Togaviridae comprende virus de importancia en salud humana y animal y esta
formada por los géneros Alfavirus y el Rubivirus. En este capitulo haremos referencia a los
Alfavirus, responsables de encefalitis en equinos principalmente y en el hombre y que son
transmitidos por vectores, agrupandose por lo tanto dentro de los Arbovirus. El término
Arbovirus (del inglés = arthopod borne virus) abarca un agrupamiento ecoldgico basado en su
transmision vectorial por artropodos. Las familias pertenecientes a este grupo son Asfarviridae,
Bunyaviridae, Flaviviridae, Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae, Reoviridae y Togaviridae. Una
amplia gama de artropodos hematofagos, entre ellos: jejenes (Ceratopogonidae), chinches de
cama (Cimicidae), mosquitos (Culicidae), flebétomos (Psychodidae, Phlebotominae) y
garrapatas (/xodidae, Argasidae) son vectores de este grupo viral. Los vectores adquieren el
virus por via oral mientras se alimentan del vertebrado virémico quien contiene una carga viral
suficientemente alta para generar infeccion. Asi, en el intestino del artrépodo, el virus infecta el
epitelio intestinal y replica en células epiteliales. Superada la barrera fisica de la [amina basal
se dirige via hemolinfa a las glandulas salivales donde se replica y acumula, transmitiendo el
virus a un nuevo hospedador por inoculacion de saliva infectada. También existen vias de
transmision alternativas como la transmision venérea (entre mosquitos en la reproduccioén) y
transovarica (de la hembra a su progenie). Pueden actuar como amplificadores aves y
mamiferos como: roedores, primates y equinos, entre otros. En estos hospedadores puede
provocar fiebre, encefalitis, fiebres hemorragicas, etc. Provocan enfermedad neuroldgica
moderada a severa con una mortalidad del 90% en algunos casos y en la naturaleza ocurren
ciclos alternados de replicaciéon en mosquitos y en otros vertebrados. Los togavirus, son
arbovirus asociados principalmente a mosquitos, aunque algunos han sido aislados
ocasionalmente de 4caros.

Los Alfavirus ademas de producir encefalitis conocidas como del nuevo Mundo (Encefalitis
equina del Este, Oeste y Venezuela), producen artralgias en el hombre conocidas como

Chikungunya, O’nyong-nyong, Mayaro, Ross River, Sindbis y Selva de Semliki, entre otros.



Estructura y propiedades fisicoquimicas

Las particulas virales son esféricas con un diametro aproximado de 70-80 nm. La capside
de simetria icosaédrica, mide aproximadamente 40 nm y contiene 240 copias de proteina C
(30-33 kDa) y espiculas externas organizadas en 80 trimeros compuestos por las
glicoproteinas de transmembrana (E1-45 kDa- y E2-58 kDa-) y la proteina perisférica E (E3-
10kDa-). Cada espicula esta constituida por tres pares de E1-E2 y se proyecta
aproximadamente 80 nm por sobre la envoltura y se conectan unas a otras de manera
compacta, formando asi una capa proteica continua alrededor del virién, brindandole un
aspecto de virus no envuelto. La bicapa lipidica caracteristica de los togavirus deriva de la
membrana plasmatica de la célula hospedadora y esta fuertemente unida a la capside, lo que
le da aspecto de toga o manto, de donde recibe su nombre. Debido a la composicion
lipoproteica de la envoltura, los togavirus son sensibles a solventes organicos y detergentes.
Los viriones son estables a temperaturas de 4°C pero pierden infectividad a 56 °C, mientras
que son sensibles a pH acidos. La densidad de flotacion en sucrosa de los togavirus oscila
entre 1,18-1,22 g/cm3 mientras que el coeficiente de sedimentacion es de aproximadamente
280 S.

El genoma esta compuesto por ARN de cadena simple no segmentado y de polaridad
positiva, formado por aproximadamente 11700 nucleétidos que codifica para 4 proteinas no
estructurales (NSP1 -NSP4) y entre 4 a 5 proteinas estructurales (proteina de la nucleocapside
C, proteinas de espicula E1 y E2 y en algunos géneros E3 y una proteina pequena de
transmembrana 6K). El extremo 5’ del genoma posee un Cap y en el 3’ una region poliA. Las

proteinas C, E1, E2 y E3 son las responsables de la especificidad viral.

Mecanismo de replicacién viral

La proteina E2 o la E1 son las responsables de la adsorcion y penetracion viral en el ciclo
infectivo. Luego de la adsorcion viral al receptor celular (identificado hasta el momento como
glicolipidos o heparan sulfato, lectinas, integrinas y lamininas) y en un evento mediado por la
region mas externa de la E2, se forma un poro y la envoltura viral se fusiona con la membrana
del endosoma (evento mediado por E1) permitiendo a la nucleocapside liberarse al citoplasma
a consecuencia de la disminucion del pH que provoca un cambio conformacional irreversible en
las proteinas E1-E2 debilitando su uniéon. Una vez que se libera el ARN en el citoplasma, se
produce la replicacion del genoma vy la sintesis de proteinas. El genoma contiene 2 ORFs (del
inglés= open reading frame), el primero de los cuales es traducido directamente del ARN
gendmico y codifica para las proteinas no estructurales requeridas para la sintesis de ARN viral
(evento temprano). Estas proteinas no estructurales actian como helicasas, trifosfatasas,
proteasas, y adicionan Cap al 5 del ARN gendémico y subgendmico. El segundo ORF se
transcribe a través de un ARNm subgendmico formado de la cadena de ARN negativo que
actua como intermediario replicativo y codifica para las proteinas estructurales. Esta cadena

subgenodmica de ARN positivo se traduce a una poliproteina que luego sera clivada en las



proteinas de la capside y precursores: C, Pe2, 6K y E1 para finalmente clivarse en E1 y E2
(evento tardio) (Figura 1). Posteriormente las proteinas E1 y E2 clivadas son transportadas al
reticulo endoplasmico, glicosiladas y procesadas a través del aparato de Golgi y
subsecuentemente migran a la membrana celular. La capside se forma por asociaciéon de
proteina C y la incorporacion del ARN gendmico formando la nucleocapside que se alinea a las
regiones de la membrana plasmatica que contienen los heterodimeros E1-E2, liberando
finalmente las particulas virales por gemacion.

Los togavirus replican in vitro en cultivos primarios o en diversas lineas celulares
provenientes de mosquito (C6/36), aves, peces, reptiles y mamiferos (BHK-21, Vero). Las
infecciones producen un extenso efecto citolitico en lineas celulares derivadas de vertebrados y
un efecto poco evidente en lineas derivadas de invertebrados caracterizado por persistencia
viral. In vivo se utilizan ratén lactante, pollitos, o huevos embrionados. Este amplio rango de
hospedadores refleja el mantenimiento de los alfavirus en la naturaleza por alternar ciclos de

replicacion en mosquitos y vertebrados.

Patogénesis viral

El modo primario de transmisiéon de los alfavirus a aves y mamiferos es mediante los
mosquitos, los cuales se infectan al picar un hospedador infectado en estado de viremia. Asi, el
virus replica primariamente en el intestino medio, se transporta luego por hemolinfa hacia las
glandulas salivares donde replica nuevamente (entre 4 a 10 dias después de su ingestion) y
genera el estado de persistencia en el mosquito pudiendo transmitirse a aves y otros
mamiferos (Figura 1). Posteriormente a la picadura, el virus se introduce en los capilares y
replica en el endotelio vascular, células dendriticas y en los monocitos, para luego diseminarse
por via sanguinea (viremia) circulando libre en plasma y replicar en musculos, articulaciones,
piel o cerebro. La neuroinvasividad es una propiedad de ciertas cepas virales resultando en
necrosis neuronal con neuronofagia e infiltracién mononuclear. El virus puede migrar hacia el
sistema nervioso central (SNC) por distintos medios: difusion a través el endotelio vascular;
replicacion en endotelio vascular; invasion viral de liquido cefalorraquideo; transporte mediante
células inflamatorias que migran al parénquima; replicacion en epitelio respiratorio y via axonal
migra al bulbo olfatorio y a cerebro, y una vez que el virus alcanza el SNC no vuelve a sangre.

El ciclo replicativo es dependiente del hospedador, evidenciado por el hecho que los
alfavirus provocan enfermedad aguda en los vertebrados y en los invertebrados infeccion

persistente.
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Figura 1: (arriba) representacion esquematica del ciclo de transmision de los alfavirus; (abajo) particula viral y
esquema de la organizacién genomica. La traduccion de las proteinas no estructurales ocurre inmediatamente desde el
genoma viral mientras que la traduccién de las proteinas estructurales ocurre mas tarde a través de un RNA mensajero

subgendmico (Adaptada de Fros y Pijlman, Viruses 2016)

Signos clinicos

La enfermedad puede ser clinica o subclinica dependiendo de la sensibilidad del
hospedador, serotipo viral, dosis infectante, via de infecciéon, competencia y eficacia del vector.
El periodo de incubacion es de 3-12 dias y se presenta clinicamente con fiebre, disfagia,
anorexia, trastornos neuroldgicos como excitacion, hiperestesia, movimientos en circulos,
depresion, paralisis de labios y miembros. La respuesta febril durante la viremia es de menor
magnitud con Oeste y de magnitud mediana en Este y Venezuela. La muerte puede ocurrir
entre 12 horas y 10 dias pos-infeccion. En la observacion histopatoldgica aparece
degeneracion neuronal, meningoencefalitis con destruccion neuronal, neuronofagia, gliosis con
infiltracion de linfocitos y neutréfilos e inflamacion en el endotelio vascular. Todas las areas del
cerebro estan afectadas en distintos grados. En el hombre, se acompafa de fiebre, dolor
occipital y retroorbital, anorexia, mialgia, artralgia. En pocos casos se presentan sintomas
nerviosos (fotofobia, rigidez de nuca, convulsiones y paralisis). El hombre puede infectarse con
los virus Este, Oeste y Venezuela tanto selvatico como enzodtico.

Los ciclos epidémicos de Este y Oeste son mantenidos en la naturaleza en ciclos selvaticos
0 enzooticos entre mosquitos ornitofilicos y aves paseriformes quienes actdan como
reservorios naturales y huéspedes amplificadores del virus. Cuando el ciclo endémico es
interrumpido se transmiten a equinos y hombre por los mosquitos causando epidemias, aunque

estos mamiferos se consideran hospedadores terminales ya que no desarrollan una elevada



viremia. Esa diferencia hace que los casos en humanos de Este y Oeste en América latina
sean esporadicos, no asi los casos de Venezuela. En aves se pueden producir los mismos

signos nerviosos.

Respuesta inmune

La infeccion por alfavirus resulta en la induccién de una robusta respuesta inflamatoria
tanto en humanos como animales. El heterodimero E1-E2 es altamente inmunogénico e induce
la produccién de anticuerpos neutralizantes protectores. Se desarrollan tanto la respuesta
inmune del tipo humoral y celular. En la inmunidad humoral, los anticuerpos IgM especificos
son detectados de manera temprana en la infeccion mediante las técnicas de ELISA o
virusneutralizacion (VN), mientras que los anticuerpos neutralizantes y hemaglutinantes de tipo
IgG se desarrollan entre los 10 y 14 dias pos-infeccion y persisten meses luego de la infeccion.
Respecto a la respuesta inmune celular, los linfocitos T citotoxicos intervinientes secretan
perforinas para aumentar la permeabilidad de las células infectadas lo que conlleva a la muerte
de las mismas. Del mismo modo, las células NK intervienen en la lisis celular de las células
infectadas. La exposicién natural conlleva a una inmunidad prolongada. Si bien la vacunacion
en Argentina esta autorizada en equinos y personal de laboratorio involucrado, Unicamente con
vacuna inactivada conteniendo virus del Este y Oeste, en el afio 2016, el SENASA autorizé la
vacunacioén voluntaria frente a estas enfermedades. La inmunidad pasiva mediante calostro de
yeguas madres recobradas o recién vacunadas es recomendable en casos de enfermedad
clinica. En estudios realizados en alfavirus productores de artralgias se observd que la fase
aguda de la infeccion se caracteriza por las concentraciones elevadas de factores
proinflamatorios de la inmunidad innata como IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-15, IP-10 y MCP-1 que
regula la migracion e infiltracion de monocitos/macréfagos, mientras que la IL-2 e IL-9
implicadas en la estimulacion de la proliferacién celular, estan significativamente elevadas en la
etapa convaleciente y permanecen en esos niveles hasta los 3 meses pos-infeccién. Durante el
afo pos-infeccidon la respuesta inmune se caracteriza por concentraciones elevadas de IL-18,
IL-5, IL-10, IL-12p70, IL-17, IFNy y TNFa.

Profilaxis y control

La prevencioén de los alfavirus debe ser acompanada principalmente de la eliminacion de
los vectores mediante campafias masivas de eliminacion por insecticidas o larvicidas quimicos.
En Argentina la vacunacion voluntaria es bivalente (Oeste y Este), producida en cultivos
celulares e inactivada con formalina. En adultos se recomienda administrar 2 dosis anuales y
en hembras prefiadas se recomienda vacunar a los 9 meses de gestacién. A los potrillos de
madres vacunadas es recomendable administras 2 dosis y realizar la revacunacién anual.La

vacuna contra el virus Venezuela es a virus activo y en Argentina esta prohibida.



Algunos alfavirus productores de artralgias en el hombre, fiebre y eritema, estan
relacionados serologicamente con las encefalomielitis Este, Oeste y Venezuela, y tienen
distinta distribucién geogréafica son los siguientes: Chikungunya (Africa y Asia), O’nyong-nyong
(Africa), Mayaro (América del Sur y Central), Ross River (Australia), Sindbis (Europa-Africa y
Asia-Australia) y Selva de Semliki (Africa-Asia). También involucran animales salvajes, aves,

primates y mosquitos.

Diagnédstico de laboratorio

El diagndstico presuntivo puede realizarse en base a los signos clinicos neurolégicos
coincidiendo con épocas calurosas. Las técnicas serologicas recomendadas son la
seroproteccion en ratones o huevos embrionados o la virusneutralizaciéon en cultivos celulares
(VN), la inhibicion de la hemaglutinacion (IHA), la inmunofluorescencia y la neutralizacién de
placa. La confirmacion seroldgica requiere del incremento o disminucion de 4 diluciones del
titulo de anticuerpos en muestras pareadas tomadas con 15 dias de diferencia
preferentemente. Para el aislamiento viral, se recomienda utilizar tejidos del sistema nervioso
central o plasma de animales con pico febril, los cuales deben ser obtenidos en forma estéril y
ser enviados refrigerados si van a recibirse dentro de las 48 horas de extraidas. Se pueden
inocular por via intracerebral ratones adultos y lactantes, pollitos y cobayos, o en cavidad
alantoidea o saco vitelino de embriones de pollo. En cualquiera de los casos, se produce la
muerte. También, las muestras procesadas se inoculan sobre monocapas de cultivos primarios
de embriones de pollo o pato o de rifién de hamster o en células de linea como Vero, BHK-21,
RK13 o Hela. Las lineas celulares de mosquito también pueden utilizarse pero en ellas no se
produce un efecto citopatico (ECP) marcado, sino que se establece por lo general persistencia
viral. Ademas, puede utilizarse la hemadsorcién para determinar células infectadas. Para el
relevamiento de mosquitos puede utilizarse ELISA de captura o RT-PCR, al igual que para
confirmar la sospecha o aislamiento positivo. Debido a la importancia de las encefalomielitis
como zoonosis, el diagnostico de laboratorio se realiza unicamente en laboratorios con cabina
de seguridad 3 y con personal inmunizado. Es muy importante realizar ademas un diagndstico
diferencial con otras encefalomielitis producidas por intoxicacién, leucoencefalomalacia,

botulismo, rabia o encefalitis producidas por protozoos.

Encefalomielitis equina

La enfermedad esta producida por tres virus antigénicamente distintos: el virus del Oeste, el
del Este y Venezuela los cuales formaron parte del grupo A de la clasificacion original de los
arbovirus. Las tres especies virales pueden diferenciarse y subtipificarse a su vez por la

reactividad en distintas pruebas de IHA, VN o mediante el uso de anticuerpos monoclonales



como asi también mediante secuenciacion. Sin embargo, a modo de facilitar la comprensién es
que se describen como un complejo viral que se diferencia principalmente por su localizacion
geografica. Son enfermedades de presentacidon estacional en climas templados o tropicales,
que se desarrollan en condiciones ideales para la replicacion viral y donde la poblaciéon de
mosquitos es elevada. El ciclo endémico (enzodtico) de las encefalomielitis involucra la
replicacion en vectores (mosquitos) y reservorios como aves (Este y Oeste) y mamiferos
roedores (Venezuela). En periodos epidémicos (epizodticos) pueden infectarse los
hospedadores naturales equino y hombre. Estos alfavirus existen en habitat geograficos
definidos mediante ciclos de transmision entre hospedadores artropodos y vertebrados que

contribuyen a la persistencia viral, distribucién geografica y amplificacion.

Encefalomielitis del Este: esta enfermedad es producida por un virus altamente patégeno
para humanos y equinos que se distribuye en la costa este de América, desde Canada hasta
Argentina. En América del Sur fue aislado por primera vez de equinos en Argentina durante un
brote ocurrido en 1936. Por otro lado, en el afio 1988 se registro el ultimo brote en nuestro pais.

Puede producir encefalitis en hombre, equino, paloma y faisan. Muchas otras aves son
susceptibles a la infeccion que permanece en forma asintomatica a pesar de la viremia
prolongada. Se han descripto otros mamiferos reservorios como roedores, marsupiales y aves
migratorias y en menor frecuencia reptiles y anfibios. Principalmente el ciclo primario esta
mantenido en pantanos donde habitan los vectores y reservorio. En América Central y del Sur,
los mosquitos implicados en este ciclo son del género Culex subgénero Melanoconion.

Las epizootias pueden ocurrir aproximadamente cada 5 o 10 afos coincidiendo con
temporadas de lluvias. La mayoria de las infecciones en el hombre son subclinicas o producen
solo un leve aumento de la temperatura. Aun siendo el mas virulento de los alfavirus, en pocos
casos suelen producirse sintomas de encefalitis en el hombre, que en caso de manifestarse
solo el 20 % de estos pueden ser mortal. Sin embargo, en equinos con signologia la mortalidad
alcanza aproximadamente al 90 %. Dentro de los virus Este, existen también dos variables
antigénicas diferenciables por pruebas de IHA que tienen una distribucidon geografica particular,

tipo norteamericano (mas patogénicas para el hombre y equino) y tipo sudamericano.

Encefalomielitis del Oeste: integra un complejo antigénico constituido por seis especies
virales. Circula desde el Artico hasta Argentina; es la mas frecuente en centro y oeste de
EE.UU. y la de predominio en Argentina. También puede producir encefalitis en hombre y
equino aunque en menor frecuencia respecto a los virus Este y con una mortalidad en equinos
de hasta el 50 %. En algunas regiones de América del Sur, la mayoria de los mosquitos de los
que se aislé este virus, se alimentan principalmente de pequenos mamiferos, existiendo
evidencia seroldgica que la infecciéon natural puede producirse en ratas y conejos; ademas en
pollos y faisanes. Existen 3 variantes distribuidas en Sudamérica que tienen reducida
patogenicidad con respecto a las que actian en América del Norte. En Argentina podemos

mencionar dos tipos de ciclos; uno que se podria denominar primario de mantenimiento del



cual se desconocen sus componentes y que se corresponderia al demostrado en Estados
Unidos entre Culex tarsalis y gorriones (Passer domesticus). El otro seria el ciclo amplificador

entre Aedes albifasciatus y mamiferos de las familias Cavidae y Leporidae u otros mamiferos.

Encefalomielitis Venezuela: se distribuye en toda América desde EE.UU. hasta Peru y Brasil
y las epizootias ocurren cada 10 afios aproximadamente. También se infecta al hombre y el
equino pero las cepas enzodticas producen solo en estos ultimos una infeccion de tipo
asintomatica que inmuniza y protege ante la infeccién de cepas epizodticas y no producen un
alto porcentaje de encefalitis. El hombre y los equinos actian como amplificadores ya que
desarrollan elevada viremia por lo tanto, se puede transmitir la enfermedad via picadura de
mosquitos a otros equinos y hombres (ciclo mosquito-equino-mosquito). También estan
involucrados roedores y aves como reservorios. El ciclo selvatico que involucra a mosquitos y
roedores, no causa enfermedad clinica en equinos. Sin embargo estimulan la produccién de
anticuerpos y pueden proveer inmunidad cruzada protectora ante una infeccion subsecuente
con virus epizootico. La incidencia de encefalitis en humanos infectados es de hasta el 5 %,
con una mortalidad menor a 1 %. En equinos, la mortalidad puede alcanzar hasta el 80 %. Los
virus Venezuela poseen 6 subtipos principales (I a VI) que varian en su patogenicidad para
equinos debido principalmente a diferencias antigénicas. Ademas, varian de acuerdo al tamano

de las placas liticas en células Vero y a su capacidad hemaglutinante a pH de 6 0 6,5.
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CAPITULO 10

Virus que afectan a las abejas (Apis mellifera)

Francisco J. Reynaldi, Alejandra E. Larsen, Guillermo H.
Sguazza

La apicultura resulta importante para el hombre, fundamentalmente por el rol que cumple la
abeja melifera como polinizador de cultivos representando el 35 % de la polinizacién necesaria
de los cultivos del mundo que producen alimentos basicos para el hombre. A escala mundial,
se estima que de las 115 especies de importancia econdmica que se cultivan, 87
(correspondiente al 75 % que necesita polinizacién biética) incrementan en mayor o menor
medida su produccion cuando sus flores son visitadas por polinizadores. La polinizaciéon no
solo asegura la sustentabilidad productiva de los cultivos, sino también la reproduccién sexual
de un gran numero de plantas con flores que en forma indirecta preserva el mantenimiento de
la biodiversidad de la mayoria de los ecosistemas terrestres.

En el afio 2014, Argentina llegé a ocupar el 2.° lugar como exportador mundial pero
actualmente se encuentra en el 5.°, debido a la disminucion en la produccién de miel y al
numero de colmenas. Esta merma en la produccion es reflejo de una situacion que se viene
observando en los ultimos anos en distintos paises productores de miel.

Por su importancia en la sustentabilidad de los cultivos necesarios para alimentar un mundo
con sobrepoblacion y escasez alimenticia, es prioritario el estudio de los virus que afectan a los
distintos polinizadores bidticos, en especial a la abeja. En este capitulo se desarrollaran las dos
familias virales a la cual pertenecen los virus de mayor importancia en abejas ya sea por su
impacto econémico como por importancia biologia para la vida en el planeta.

Las abejas (Apis melifera) son afectadas por una gran cantidad de enfermedades
infecciosas incluyendo virus, bacterias, hongos, protozoos y nematodos. En general, las
enfermedades de origen viral no producen signos clinicos en las colonias, por lo que eran poco
detectadas. Sin embargo, algunos autores consideran que la inmunosupresion debida a
parasitos como el acaro Varroa destructor induce la replicacion viral. Mas aun, otros autores
relacionaron algunos virus que afectan a las abejas con el devastador Sindrome de
Despoblamiento de las Colmenas (SDC). Desde entonces, el papel de los virus en las
enfermedades de las abejas es una preocupacion creciente, sobre todo teniendo en cuenta su

relacién con el SDC que diezmé cerca del 25 % de las colmenas en EE.UU. en la temporada



2006-2007 y fue, en parte, responsable de la disminucion del 2 % de la produccion mundial de
miel esa temporada. En la actualidad, el SDC sigue siendo un problema particularmente en
América del Norte y Europa y si bien en Argentina no existen denuncias formales ante

SENASA, ya se detectaron casos de mortandad de colmenas en diversos lugares del pais.

Caracteristicas de los virus que afectan a las abejas

Estructura y composicion

En la actualidad, hay 24 virus identificados que afectan a las abejas meliferas. Una
particularidad de los virus ARN es que muchos de ellos estan muy relacionados entre si,
incluso en muchos casos se los considera cuasi-especies y hasta una misma especie viral, lo
que reduciria la cantidad a 16-18 verdaderamente uUnicos. En general los virus ARN, de
ubicaciéon taxondémica conocida, pertenecen al Orden Picornavirales y las familias
representadas son [flaviridae y Dicistroviridae, excepto por el virus Filamentoso de las abejas y
el Apis iridiscent virus, el resto de los virus que ataca a las abejas son esféricos u ovales (20-30
nm de diametro), con simetria icosaédrica, desnudos, con coeficiente de densidad en CsCl
entre 1,33 a 1,42 g/ml y coeficiente de sedimentacion de 100-190 S (Figura 1). Debido a las
caracteristicas similares que presentan estos virus, resulta muy dificil distinguirlos
morfolégicamente por microscopia electrénica. Los virus que afecta a las abejas son, en
general ARN simple cadena y de polaridad positiva y pertenecen al grupo de los “Picorna-like”
virus. El genoma viral esta compuesto por una simple hebra de ARN cubierta por una capside
proteica. El genoma (ARN) estd unido de manera covalente en el extremo ‘5 a una proteina
viral (VPg), mientras que en el extremo "3 presenta una cola de poliA. Al final del extremo 5
existe una Region Larga no Traducible (UTR por su sigla en inglés). La replicacion de los virus
ocurre en el citoplasma de las células hospedadoras. La particula viral se adhiere a la
superficie de la célula blanco, interactia con sus receptores de membrana e inyecta el genoma
viral en el interior de la célula. De acuerdo con el orden en que se encuentran las proteinas en
el genoma, los virus de las abejas se dividen en dos grupos: bicistrénicos (Figura 2) y
monocistronicos (Figura 3). Luego, el genoma se traduce en una Unica poli-proteina
(monocistrénicas) o dos poli-proteinas (bicistrénicas). Ambos tipos de genoma codifican
proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3 y VP4) y no estructurales (helicasa, proteasa y RdRp
RNA polimerasa dependiente de ARN que es la encargada de realizar la copia del genoma
viral). La poliproteina estructural se sintetiza a partir de una pre-proteina (VP0) que luego es
escindida por una proteasa para dar lugar a las 4 proteinas estructurales. Con la ayuda de la
ARN polimerasa dependiente de ARN, la hebra de ARN positiva del genoma viral se copia a
una hebra de polaridad negativa intermedia, que servird como molde para la replicacion de
nuevas hebras gendmicas que seran incluidas en las particulas virales de la progenie. Todos

estos virus ARN de simple cadena con polaridad positiva tienen aproximadamente 9 a 10 kb de



longitud y las particulas virales tiene un tamafio aproximado de unos 30 nm de diametro y

simetria icosaédrica.
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Figura 1. Esquema del virus flavirus (Modificado de http://viralzone.expasy.org/all_by_species/278.html).
Microscaopia electronica del Virus de las alas deformadas (DWV)

5°VP ORF1 ORF2
5  UTR iR [P s Uk
Poli (A)
| 1
Helicasa Proteasa Replicasa VP2 VP3 VP1 VP4

Figura 2.Genoma Monopartito bicistronico, que presentan genes no estructurales en el extremo ‘5 y genes
estructurales en

el “3. Por ejemplo ABPV, BQCV, KBV y IAPV.
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Figura 3.Genoma Monopartito monocistrénico, que presentan genes estructurales en el extremo ‘5 y genes no
estructurales en el “3. Por ejemplo SBV y DWV.

Epidemiologia

La epidemiologia de estas infecciones virales resulta muy compleja de estudiar, debido al
entramado ambiental en el que se insertan las abejas. Sin embargo, se sabe que un acaro

(Varroa destructor) juega un rol fundamental en la diseminacién de la mayoria de estas virosis e
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incluso algunos virus como el de las alas deformadas (DWV) o Varroa-destructor-Virus pueden
replicar dentro de él, transformando a este acaro en un vector biologico (Figura 4). Ademas, la
deteccion de algunas virosis en otros apidos (no abejas) que comparten el mismo ambiente,
genera nuevas preguntan para la comprension de estas infecciones, llevando a las flores a un
lugar central en este escenario ya que son visitadas por todos ellos. Este hecho hace muy

complejo su estudio y el disefio de medidas de control.

Figura 4: Abeja melifera con acaros (Varroa destructor) y alas en mufién debido a DWV

Diagnéstico

Si bien el diagnostico de algunas infecciones virales como DWV, virus de la cria ensacada
(SBV), virus de las celdas reales negras (BQCV) puede realizarse en base a los signos clinicos,
existen otras enfermedades que comparten signos clinicos como la incapacidad de volar,
arrastrar el abdomen o poseer poca coordinacion al caminar, temblores corporales, etc. Por tal
motivo, el diagnostico de laboratorio resulta fundamental. Identificar los virus por microscopia
electrénica es muy complejo ya que presentan caracteristicas morfolégicamente similares. Por
ello, se desarrollaron métodos mas sencillos como inmunodifusion, western blot y ELISA. Hasta
hace poco tiempo, la inmunodifusién de Outcherlony era la técnica mas utilizada debido a su
rapidez, relativa especificidad y bajo costo, aunque la gran desventaja que tenia era la baja
sensibilidad, lo que imposibilitaba el diagndstico de infecciones latentes, pudiendo dar
reacciones cruzadas entre virus relacionados como el virus israeli de la paralisis aguda de la
abejas (IAPV), el virus de la paralisis aguda de la abejas (ABPV) y virus Kashmir de las abejas
(KBV). Teniendo en cuenta las posibles co-infecciones virales que ocurren en abejas vy
sabiendo que las técnicas inmunoseroldgicas son poco especificas y no permiten detectar
infecciones latentes, en la actualidad se prefiere la RT-PCR (retro-transcripcién-PCR) como la



prueba mas adecuada para la deteccién de virus ARN en muestras de abejas ya que los

resultados obtenidos son mas sensibles y especificos.

Tratamiento y control

Israel y EE.UU. son los unicos paises que tienen aprobados tratamientos terapéuticos para
control de DWV e IAPV, el cual se basa en el uso de ARNi (ARN de interferencia). Esta técnica
se basa en el uso de un acido nucleico que, administrado con el alimento (jarabe de azucar),
introduce pequenas secuencias de ARN complementarias al virus a tratar. De esta manera, el
virus comienza su replicacion pero no puede completarla debido a que la ARN polimerasa viral

queda "trabada" en el lugar donde se pegé esta secuencia viral interferente.

Respecto al monitoreo de estas virosis, existen dos factores que tiene un papel

fundamental:

a. El control del acaro vector (Varroa destructor) con la finalidad de que disminuya la
circulacion viral entre colmenas y entre colmenares.

b. El manejo productivo y sanitario de la colonia. Si la infeccidn viral ya esta presente, se
puede evitar y/o minimizar la aparicién de los signos de la enfermedad, optimizando
otros factores que garanticen el equilibrio de la colonia de abejas, como la alimentacién
adecuada segun el momento productivo, manejo de los espacios dentro de la colonia y

control de otras enfermedades.

Respuesta inmune

Los insectos entre ellos las abejas, a diferencia de los vertebrados superiores, carecen de
inmunidad adaptativa y en compensacién desarrollaron un sistema inmune innato muy
adaptado que les permite responder a los patégenos especificos con los que co-evolucionaron.
El estudio del sistema inmune de las abejas, se basa en el sistema inmune de vertebrados
superiores asi como de aquellos insectos utilizados como la mosca de la fruta (Drosophila
melanogastery el mosquito Anopheles gambiae).

El estudio de la composicion, estructura y funciéon del genoma de Apis mellifera, permitieron
conocer y predecir los componentes del sistema inmune, receptores de reconocimiento,
efectores y vias implicadas en la defensa frente a infecciones.

Una peculiaridad del genoma de las abejas es que muestra mayor similitud con el genoma
de vertebrados que con los de Drosophila y Anopheles. Ejemplo son los genes implicados con
el ritmo circadiano, las vias de ARN de interferencia y la metilacion del ADN, entre otros. Tiene
menos genes relacionados con el sistema inmune, con proteinas de la cuticula y receptores de
la degustacion que los dipteros, en contraste con una mayor cantidad de genes que codifican

receptores del olor y otros propios para la utilizaciéon de polen y néctar. Estas caracteristicas



tienen relacién directa con su comportamiento y organizacion social. En comparacion con
Anopheles o Drosophila, A. mellifera presenta un tercio de sus genes relacionados con el
reconocimiento y sefalizacion de los efectores inmunes. Esta disminucion de genes estaria
compensada por la inmunidad social, la cual se caracteriza por diversos mecanismos de
defensa propios de las abejas que determina el comportamiento cooperativo de la colonia.
Algunos de los mecanismos mas comunes son la fiebre social, el acicalamiento, el
comportamiento higiénico, la recoleccion de propéleo y el canibalismo de la cria, entre otros.
Estas particularidades postulan a la inmunidad social como una estrategia de defensa que en
gran medida disminuye la presion sobre el sistema inmune del individuo, dando como resultado
un menor numero de genes destinados para la defensa contra la infeccion.

Por las caracteristicas de estos insectos (vida media corta, tamafio pequefio) y la falta de
disponibilidad de lineas celulares para su cultivo in vitro, el estudio del sistema inmune de las
abejas se basa en la busqueda de genes homdélogos a componentes del sistema inmune innato
de otros organismos vertebrados e invertebrados. En base a esto, si un gen esta presente en
vertebrados e invertebrados, es muy probable que exista en las abejas. De este modo, se esta
completando el rompecabezas de su sistema inmune, aunque todavia faltan muchas piezas por
descubrir.

El sistema inmune de las abejas tiene la misma secuencia de eventos que el sistema
inmune innato de los vertebrados, activacion de las vias de sefializacién y sintesis o activacion
de efectores solubles o celulares respectivamente. Para el proceso de reconocimiento, las
abejas cuentan con receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) de sefial y endociticos,
capaces de reconocer Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs).

En los insectos, los PRRs de sefial son los receptores Toll (que en vertebrados superiores
son receptores similares a Toll, TLR por sus siglas en inglés Toll like receptors) que cumplen
una funcién critica tanto en el desarrollo ontogénico como en el sistema inmune. Se
identificaron 5 genes relacionados con Toll en abejas, Toll-1,-6, -2/7, -8, -10. Algunos
receptores Toll no contactan directamente con su PAMP especifico, sino que reconocen una
proteina (denominada Spaetzle) adaptadora entre el PAMP vy el receptores Toll, similar a lo que
ocurre entre el LPS, CD14 y el TLR4 en vertebrados superiores. También presentan receptores
para el reconocimiento del péptidoglicano (PGRP por sus siglas en inglés) de las bacterias
grampositivas. Los receptores Toll representan el primer paso para el inicio de la respuesta
inmune, activando distintas vias la sefalizacion que, pasando por procesos de reclutamiento de
proteinas adaptadoras y activacién de proteinquinasas, inducen la activacion de factores de
transcripcion homoélogos de FNKB, con la consiguiente desregulacién de genes que codifican
efectores del sistema inmune.

' reconoce Patrones Moleculares Asociados a

Se demostr6 que la vitelogenina
Microorganismos (MAMPs), como péptidoglicano y lipopolisacaridos bacterianos y zymosan de

hongos. También se comprobd que esta proteina actuaria como transportadora de fragmentos

Vitelogenina: es una proteina con funcién protectora contra ciertas infecciones



bacterianos, que por transmision vertical son adquiridos por la descendencia, lo que produciria
una especie de “sensibilizacién” o priming del sistema inmune innato.

Las vias de sefalizacion Tolle Imd™, presentes en las abejas, estan relacionadas con la
desregulacion de los genes para péptidos antimicrobianos, que aunque su principal funcion es
desestabilizar la pared de las bacterias también se encuentran en infecciones virales. Estos
efectores humorales juegan un papel fundamental en el sistema de defensas de los insectos.
En abejas se determind la presencia de apidaecina, abaecina, himenoptaecina y defensinas,
asi como lisozimas. Otro efector humoral de abejas, relacionado con estas vias, es la
transferrina. En vertebrados superiores, esta proteina, forma parte del grupo de las proteinas
de fase aguda cuya funcién inmune es secuestrar hierro y limitar la infecciéon bacteriana. La via
de senalizacion Imd se relaciona con la via JNK (por su sigla en inglés, c-Jun N-terminal
kinase) que también esta involucrada con la sintesis de péptidos antimicrobianos.

En ciertos polinizadores se comprobd que los péptidos antimicrobianos actuan en sinergia
(mayores efectos aditivos antimicrobianos) y potenciacion (un péptido antimicrobiano puede
permitir mejorar la actividad del otro). La combinacion de estos permite aumentar el espectro de
las respuestas, su especificidad, eficacia y robustez, permitiendo de esta forma reducir los
recursos asignados al sistema inmune mediante el aumento de la actividad antimicrobiana de
estos efectores a bajas concentraciones.

También se determind la presencia de los componentes principales de la via de
sefializacion JAK/STAT (tirosin-quinasas de la familia de Janus /proteinas activadoras de la
transcripcion, por sus siglas en inglés) responsable del control de la expresién de proteinas
portadoras de tio-ester y se supone, como sucede en Drosophila, codificarian para efectores
humorales dependientes del estrés severo. Las proteinas portadoras de enlace tio-ester tienen
este enlace caracteristico de su homoélogo en vertebrados superiores, la fraccion C3 del
complemento que les permite la unidon de forma covalente a la superficie de los
microorganismos para activar la respuesta inmune. En otros insectos, estas proteinas son
sintetizadas por hemocitos y/o cuerpo graso.

La via ARNi presente en abejas, es un mecanismo de defensa contra infecciones virales
mediante el silenciamiento de su ciclo replicativo. Presentan un sensor de ARNdc producto del
gen dicer-like, relacionado con la familia de PRRs o sensores citosélicos RIG-1 en mamiferos.
Otro mecanismo epigenético15 con funcién antiviral presente en las abejas es la metilacion del
ADN.

También se demostré la presencia de serin-proteasas y serpinas, proteinas presentes en la
hemolinfa, con funcion inmune relacionada con la cascada de coagulacién y sistema del
complemento y el mantenimiento de la hemostasis respectivamente.

La profenoloxidasa también esta presente en abejas y es una proteina humoral que puede

inducir la melanizacion de patégenos y también esta involucrada con la curacion de heridas.

“Toll e IMD: vias se sefializacion relacionadas con el regulacion de la traduccion de péptidos antimicrobianos
15 Epigenética: el estudio de cambios heredables en la funcién génica que se producen debido a influencias
ambientales, pero sin un cambio en la secuencia del ADN.
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