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Tengo el placer y la distincién de dejar abierta esta Sesion
Publica Extraordinaria, convocada para presentar los resultados
de un proyecto de investigacion dirigido por nuestro cofrade, el
Académico Dr. Eduardo Gimeno que versara sobre “Modelos Ex-
perimentales para el estudio de la Patogenia de la Muerte Em-
brionaria en Tricomonosis Bovina y Herpesvirosis Equina”.

Las disertaciones presentaran “El modelo murino de tricomo-
nosis bovina” y el “"Modelo murino de herpesvirosis equina” las
cuales estaran cargo, respectivamente, de las Dras. Cristina Ester
Monteavaro y Cecilia Mdnica Galosi. Los resultados y conclusio-
nes generales de esta proyecto seran expuestos por el Dr. Clau-
dio Gustavo Barbeito.

Estas alocuciones son, en parte, derivados de un proyecto de
investigacion apoyado por esta Academia y que el Académico
Gimeno ha llevado a cabo junto al distinguido equipo que se
encargara de mostrarnos su corolario. Ellas seguramente seran
demostrativas de sus excelentes cualidades de investigadores y
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docentes que siempre caracterizo a la Facultad de Ciencias Vete-
rinarias de la Universidad Nacional de La Plata.

De la misma forma, pone en evidencia el cumplimiento por
parte de la Academia del compromiso de apoyar, también finan-
cieramente y dentro de sus posibilidades, el desarrollo de las
ciencias de su incumbencia.

Esperamos con interés estas conferencias y para ello dejamos
en el uso de la palabra al Académico Eduardo Gimeno para que
nos introduzca, con el detalle y enjundia que lo caracteriza, en las
cuestiones especificas que motivaran esta investigacion.

Agradecemos a los expositores su presencia en esta Acade-
mia, estando seguros que de sus exposiciones obtendremos una
visidn rigurosa y actualizada sobre un tema de incuestionable in-
terés para las ciencias veterinarias. Pero dejemos que sean nues-
tros invitados quienes asi lo hagan.
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Desde hace mucho tiempo, por razones practicas, cientificas y
éticas, se han desarrollado modelos experimentales con animales
de laboratorio para su aplicacion en investigaciones biomédicas.
Los modelos animales se definen como “organismos vivientes con
una inherente adquisicién natural a procesos patoldgicos induci-
dos o espontaneos que, de una u otra manera, semejan el mismo
fendmeno ocurrido en el hospedador natural” (Marquez, 1997).

Los animales de laboratorio son modelos muy convenientes y
herramientas Utiles para utilizar en el estudio de muchas enfer-
medades infecciosas. En el caso de medicina veterinaria, en es-
pecial cuando se trata de enfermedades de grandes animales, el
uso del hospedador natural para estudiar aspectos patogénicos e
inmunoldgicos de una infeccidén, muchas veces se torna dificulto-
so, tanto por las inconveniencias que genera el manejo de estos
animales como por el costo que implica.

Debido al interés y la complejidad en el estudio de las enfer-
medades infecciosas, hay una busqueda en la profundizacion de
los conocimientos del proceso intrinseco de la inmunopatogenia
que requiere de la creacién de modelos animales alternativos a
los hospedadores naturales. El objetivo es generar disefios expe-
rimentales confiables y reproducibles, desarrollables en medios
controlados en espacios reducidos y con menor costo. Entre las
multiples ventajas que derivan de la utilizaciéon de modelos expe-
rimentales en el estudio de diferentes enfermedades, se mencio-
nan las siguientes como las mas importantes:

e Conocer la historia natural de la enfermedad, cuya etiologia,

patogenia, sintomatologia y evolucion pueden mantenerse en

condiciones experimentales, sin la influencia de factores ex-
trafos que la modifiquen.
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¢ Reproducir la enfermedad en forma experimental, casi a vo-
luntad, lo que permite disponer de la casuistica necesaria.

e Realizar estudios fisiopatoldgicos, desarrollando nuevas téc-
nicas diagnosticas para tal enfermedad.

¢ Estudiar las enfermedades en animales endocriados lo que
permite un amplio campo de investigacion en inmunologia,
patologia y genética, entre otras areas (Cuba Capard, 1982).

En la seleccion de la especie utilizada como modelo animal es
importante tener en cuenta algunas caracteristicas generales: a)
que permita la transferencia de la informacion, b) bajo costo y
disponibilidad permanentes, c) generalizacion de los resultados,
d) facilidad y adaptabilidad a la manipulacion experimental, €)
que se pueda contar con un numero de animales necesarios para
realizar el experimento, f) tiempo de vida, edad en que se alcan-
za la adultez y generacién del nimero de progenies necesarias
en poco tiempo, g) consecuencias ecoldgicas e implicancias éti-
cas de su uso (Klein, 2000).

Gestacion temprana en el modelo murino

Cuando se utiliza el ratén BALB/c como modelo experimen-
tal de enfermedades que provocan muerte embrionaria, se debe
considerar que naturalmente existe un 20% de infertilidad por
causas genéticas y por factores ambientales (Bronson et al.,
1964). El mayor porcentaje de pérdidas de prefiez se da en la
etapa critica de gestacidn, previa a la implantacion (desde la fer-
tilizacion hasta el dia 5 de gestacion) y en los 3 dias posteriores,
periodo en el cual se produce el reconocimiento e interaccion
madre-conceptus (Rugh, 1968).
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Los dvulos fecundados migran hacia el Utero para comenzar el
proceso de implantacién y desarrollo del conceptus (Rugh, 1968).
A las 48 horas del apareamiento, los fibroblastos endometriales, fa-
gocitan fibras de coldgeno y comienzan los cambios degenerativos
del endometrio por medio de apoptosis que permitiran la invasion
del trofoblasto y la posterior implantacion (Bijovsky et al., 1992).

En el raton la implantacién es de tipo excéntrica, es decir, que
ocurre en una pequefia invaginacion de la luz uterina denomi-
nada cripta, ubicada del lado antimesometrial del endometrio.
Durante los pasos iniciales de la implantacion murina, las células
del epitelio de las criptas mueren por apoptosis en respuesta a la
interaccion con el trofoblasto (Parr et al., 1987). Al mismo tiem-
po, las células trofoblasticas proliferan e invaden al endometrio.
El tejido conjuntivo del endometrio en estos animales responde
también a ese trofoblasto altamente invasivo, transformandose
en un tejido especializado denominado decidua, que contiene
una amplia variedad de células que incluye: células deciduales
ricas en glucdgeno (diferenciadas a partir de fibroblastos de la
lamina propia del endometrio), macrofagos y células natural ki-
ller uterinas (UNK). Los cambios endometriales que ocurren en
respuesta a la implantacion constituyen la reaccion decidual o
decidualizacion. En general el proceso de decidualizacion tiene
como caracteristicas: a) el rapido crecimiento y diferenciacion
de los fibroblastos del estroma uterino en células deciduales y
b) la diferenciacion y proliferacion de uNK. La progesterona es
importante para la viabilidad y diferenciacion de las NK a uNK.
Esta diferenciacién comienza a partir del dia 7 de gestacion y se
manifiesta por la acumulacién de mediadores citoliticos como:

perforinas, proteinasas, factor de necrosis tumoral (TNF-o),
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granzimas Ay B; compuestos asociados con la actividad litica de
los NK (Allen & Nilsen-Hamilton, 1998). Esta reaccion decidual
es particularmente evidente en la placenta de los roedores y de
muchos primates, incluyendo al ser humano, pero no se obser-
va 0 es mucho menos intensa en los mamiferos domésticos. La
decidua actua como soporte nutricional del embrién o feto y lo
protege de la reaccién inmunoldgica materna. Ademas, produce
hormonas, como la prolactina (Croy et al., 2006).

En el Gtero de una ratona prefiada, la reaccion decidual co-
mienza en la pared antimesometrial, en cada sitio de implanta-
cion y a las 48 horas aproximadamente, incorpora a las regiones
laterales y a la regidn mesometrial. A los 6 dias pos coito (dpc)
la luz del Utero se cierra debido a la marcada reaccién decidual.
Las células deciduales rodean entonces a cada conceptus. La
decidua antimesometrial alcanza su desarrollo maximo hacia el
décimo dpc. Luego regresa y forma la decidua capsularis. La
region de la decidua que se encuentra en relacion al mesometrio
se denomina decidua mesometrial. Esta alcanza su méximo desa-
rrollo el dia 12 de la gestacion y comienza a regresar el dia 14. En
ese momento pasa a denominarse decidua basalis. Esta Ultima,
es la zona de la decidua mas desarrollada y persiste hasta el final
de la prefiez (Gu et al., 1994).

Durante los primeros estadios del desarrollo, en los roedores
aparece un tipo de placenta denominada vitelina invertida en la
que no participa el corion. Posteriormente, se desarrolla una pla-
centa de tipo corioalantoidea, que es la variedad definitiva (Stewart
et al., 2000). Segun la distribucion de las vellosidades coriénicas,
la placenta corioalantoidea del ratdn es de tipo discoidea. El corion
esta constituido por el trofoblasto y el tejido mesenquimatico deri-
vado de la hoja parietal del mesodermo extraembrionario.

243



La clasificacion histoldgica de las placentas se basa en la can-
tidad de capas que conforman la barrera placentaria entre la san-
gre materna y la sangre fetal. De acuerdo con esta clasificacion,
la placenta murina es de tipo hemocorial porque se pierden todas
las capas maternas y existe contacto directo del epitelio coridnico
(trofoblasto) con el lecho sanguineo materno. Pese a que en las
placentas hemocoriales la sangre materna contacta siempre con
el trofoblasto, el nimero de capas de trofoblasto que separan
la sangre materna de la fetal es variable. En el ratdn y la rata
existen tres capas de trofoblasto en contacto con la sangre ma-
terna (placenta trihemocorial), a diferencia de lo que ocurre en
la placenta humana y del cobayo en las que solamente una capa
de trofoblasto contacta con la sangre (monohemocorial) (Moffet
& Loke, 2006). Esta caracteristica coloca a la placenta murina en
un sitio intermedio entre la placenta humana y la placenta sinepi-
teliocorial de los rumiantes.

En resumen, las capas que presenta la barrera placentaria

murina, desde el feto hacia la madre, son las siguientes:
1) Endotelio de los vasos fetales. Estos vasos provienen del
alantoides.
2) Mesénquima: constituye el mesodermo extraembrionario
del alantoides.
3) Tres capas de trofoblasto.

La sangre materna bafia a las vellosidades coridnicas, forma-
das por tejido mesénquimatico rodeado de células trofoblasticas,
en algunos casos pueden observarse vasos maternos.

Luego de la implantacion, el trofoblasto prolifera y se diferen-
Cia en 3 zonas:

244



1) El ectodermo extraembrionario: delimita el exoceloma y se
expande para originar el corion, anexo extraembrionario
que posteriormente va a formar parte del laberinto
placentario.

2) El cono ectoplacentario: originado a partir de las células
trofoblasticas que recubren al embrioblasto en el estadio
de blastocisto.

3) Las células gigantes: son células poliploides que se originan
por endoduplicacion, es decir, que replican su ADN pero no
realizan mitosis. Derivan de las células mas externas del

cono ectoplacentario y rodean por completo al conceptus.

A los 8,5 dpc, el alantoides se fusiona con el corion y cons-
tituyen la membrana corioalantoidea. Luego, en el epitelio del
corion comienzan a aparecer pliegues que marcan los sitios don-
de se van a introducir los vasos sanguineos fetales provenientes
del alantoides (Rossant & Cross, 2001). Posteriormente, el corion
junto a los vasos mencionados comienzan a experimentar una
extensa ramificacion para formar la zona de la placenta denomi-
nada laberinto.

Respuesta inmune de sistema reproductor en mode-
los experimentales murinos

En las enfermedades que ocasionan interrupcion de la pre-
nez, la respuesta del sistema inmune del tracto reproductor de
la hembra es importante para lograr una gestacién normal. Esta
respuesta esta bajo la influencia de los niveles de las hormonas
sexuales que modifican la distribucién y funcién de las células
que intervienen frente a la colonizacién de un patdgeno, como
neutrdfilos, mastocitos, eosindfilos, células presentadoras de an-
tigenos, linfocitos citotdxicos, etc. (Fox, 1993).
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El embridén o feto y sus anexos son considerados como un
semi-aloinjerto porque presentan antigenos tanto de origen ma-
terno como de origen paterno. Estos ultimos se comportan como
aloantigenos, que deberian ser reconocidos como extrafios por
la madre y, en consecuencia, rechazados. Existen diversos me-
canismos que convierten al utero gestante en un sitio inmuno-
privilegiado para que el embrién o feto pueda desarrollarse nor-
malmente y concluir con éxito la gestacion. A diferencia de lo
que ocurre en un trasplante de 6rgano, el utero se encuentra
pre-acondicionado para aceptar al blastocisto. Este estado, en
el que existe un perfil determinado y especifico de citoquinas
en el microambiente uterino, se denomina “ventana de implanta-
cion” (Chaouat et al.,, 2002). Dentro de este periodo, la proges-
terona regula negativamente la capacidad citotoxica del sistema
reproductor femenino (Piccinni & Romagnani, 1996). Las pros-
taglandinas del semen promueven una inmunosupresion en las
mucosas del tracto reproductor femenino (Yranzo, 2004). Existe
ademas, una baja respuesta o anergia hacia los antigenos de
histocompatibilidad paternos (Davies, 2007).

La induccion de la respuesta inmune adquirida, que se basa
en el reconocimiento de epitopes antigénicos de microorganis-
mos patdgenos, requiere de la participacion de los linfocitos T
colaboradores (Th) y sus citoquinas. La activacion de estos linfo-
citos se realiza a través de células presentadoras de antigenos
localizadas en todo el tracto reproductor. Estas Ultimas proce-
san y presentan antigenos en forma de péptidos, que se expre-
san en la superficie de las zonas préximas al complejo mayor
de histocampatibilidad (CMH) de clase | o Il. Luego migran a un
6rgano linfoide secundario donde estimulan a la poblacién de
linfocitos T.

246



Por lo general, cuando la infeccion se debe a un patégeno
intracelular, las células presentadoras de antigenos expresan los
péptidos relacionados con CMH de clase |, activando a los lin-
focitos ThO para su transformacion en linfocitos CD4* T helper 1
(Th1) productores, entre otras citoquinas, de interferon gamma
(INF-y), que activa a los macréfagos en su funcién fagocitica.

Cuando el agente patdgeno es extracelular, se produce la ex-
presion de péptidos relacionados con el CMH de clase II, lo que
provoca el reclutamiento de la poblacién de ThO para su trans-
formacidon en T helper 2 (Th2), estimulantes de los linfocitos B
(LB), los que finalmente se transforman en células plasmaticas
productoras de anticuerpos especificos de tipo IgM, IgA, IgG o
IgE (Rescigno, 2002). Entre las células presentadoras de antige-
no, se encuentran los macréfagos, las células dendriticas (CD),
las células interdigitantes y de Langerhans (CL). Su ubicacion y
distribucion depende del érgano del tracto reproductor conside-
rado (Parr & Parr, 1991).

Desde principios de la década de 1990, el paradigma do-
minante para explicar la regulacion inmune de la gestacion fue
la relacion entre linfocitos Th1 y Th2 (Wegmann et al.,, 1993).
Las citoquinas producidas por los linfocitos Th1 y Th2 tienen
funciones antagonicas. Las citoquinas Th1 como la interleuqui-
na-2 (IL-2), el interferon-gamma (IFN-y) y el factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-o) pueden llevar a la muerte embrionaria por
activar la inmunidad mediada por células al estimular a los lin-
focitos T CD8* citotdxicos y aparecen en concentraciones muy
bajas en el utero gestante (Wegmann et al., 1993). La respuesta
Th1 es, ademas, efectiva en el control de infecciones intrace-
lulares e indispensable para activar el rechazo de injertos. En
contraste, las citoquinas Th2, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10
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e IL-13, generan un microambiente adecuado y protector para
el desarrollo embrionario y fetal. La progesterona favorece la
aparicion de un perfil Th2. Las citoquinas Th2 participan en el
control de parasitos extracelulares y estimulan la inmunidad me-
diada por anticuerpos. Su ubicacién y distribucion depende del
organo del tracto reproductor considerado (Parr & Parr, 1991).
En sintesis, segun el paradigma Th1/Th2, existen citoquinas be-
neficiosas para el mantenimiento de la gestacion, que favorecen
el crecimiento fetal y su supervivencia, y citoquinas deletéreas,
las cuales pueden comprometer la gestacion y causar la muerte
embrionaria o fetal. Durante la prefiez, por lo tanto, las citoquinas
Th2 inhiben las respuestas Th1, permitiendo un normal desarro-
llo fetal, pero aumentando la susceptibilidad a ciertas infecciones
intracelulares (Wegmann et al., 1993).

Si bien en la actualidad la relacién entre citoquinas Thl y Th2
se sigue considerando como un factor importante en el mante-
nimiento de la gestacion, limitar el efecto del sistema inmune
a ella es una sobresimplificacién (Margni & Zenclussen, 2001;
Chaouat et al., 2002). Esto se debe a que el paradigma Thl/
Th2 no contempla la importancia de células de la inmunidad in-
nata como las natural killer (NK) uterinas o los macréfagos, ni
a las citoquinas producidas por otras poblaciones celulares de
origen no inmune, como el trofoblasto, las células deciduales y
el epitelio uterino. Ademas, durante la gestacién, ocurren ciertos
hechos que son incompatibles con los clasicos paradigmas de la
inmunologia; la relacion materno-fetal no debe compararse con
la relacion hospedador-parasito, hospedador-tumor, ni hospeda-
dor-injerto. Si bien en determinados momentos de la gestacién
existe cierta tendencia a la inmunosupresion local uterina o a
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la tolerancia, especialmente durante los primeros estadios, son
necesarias moléculas pro-inflamatorias, incluso citoquinas Thi.
Por ejemplo, en la implantacion intervienen moléculas pro-infla-
matorias como la IL-11, el factor inhibidor de la leucemia (LIF), el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y el interferdn
gamma (IFN-y). Esta Ultima citoquina parece ser indispensable
para la implantacion y la creacion del estado de tolerancia (Kim-
ber, 2005; Zenclussen et al., 2006a).

Mas recientemente, se han incorporado dos poblaciones de
linfocitos T al modelo para explicar la respuesta inmune durante
la gestacion: las células T reguladoras (Treg) y las Th 17. Las Treg
fueron descriptas inicialmente como una subpoblacién especia-
lizada de linfocitos T, responsable de la prevencion de las reac-
ciones autoinmunes por suprimir, activamente, la accion de los
linfocitos autoreactivos (Sakaguchi et al., 1995). Ademas, cumplen
con funciones centrales en la inmunoregulacion porque inhiben la
proliferacion y la produccion de citoquinas en las células T CD4*
y T CD8* la produccién de inmunoglobulinas en las células B,
la actividad citotdxica de las células NK y la maduracién de las
células dendriticas, lo que en conjunto resulta en la induccién de
un estado de tolerancia (Sakaguchi, 2005). El gen maestro para
la diferenciacién de las células Treg es el factor de transcripcion
forkhead box P3 (foxp3), fundamental para el desarrollo y la acti-
vacion de estas células (Sakaguchi et al., 2006). Las células Treg
también estan presentes en el Utero gestante para generar un mi-
croambiente privilegiado que impide el rechazo inmunoldgico del
embrion (Zenclussen, 2005; Zenclussen et al., 2006b). EI niUmero
de células Treg aumenta inmediatamente después del estableci-
miento de la gestacidn en el (tero de ratonas normales. Luego de
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encontrarse en el tracto genital femenino con antigenos paternos
presentes en el semen, la poblacion de células Treg especificas
se expande en los linfonodos. Posteriormente, estas células mi-
gran hacia la interfase materno-fetal donde producen elevados
niveles de moléculas protectoras (Zenclussen, 2006). En ratonas
prefadas, las células Treg especificas contra antigenos paternos
proliferan 3 dias luego del coito en los linfonodos que drenan el
Utero. Estas células Treg especificas, rapidamente se dirigen hacia
el Utero gestante y proliferan en él, de este modo se induce un
estado de tolerancia hacia los antigenos paternos durante la pre-
fiez temprana (Saito et al., 2010). Las células Treg protegen a las
estructuras fetales del “ataque” de las células inmunes maternas
y promueven un microambiente transitorio y tolerante en la inter-
fase materno-fetal (Zenclussen et al., 2006a). La deficiente acti-
vidad de estas células durante la gestacion, conduce a la pérdida
del conceptus. En un modelo murino de aborto bien establecido,
las células Treg se encuentran disminuidas en nimero y funcién
(Zenclussen, 2005). Ademas, se ha demostrado que la transferen-
cia de células Treg, provenientes de ratonas normales prenadas,
en ratonas predispuestas al aborto, pudo prevenir completamente
el rechazo (Zenclussen et al., 2005a). Se han postulado varios me-
canismos por los cuales las células Treg inducen tolerancia. Como
se menciond anteriormente, estas células, que participan en el
mantenimiento de la gestacion, son especificas para los antigenos
MHC paternos. Esto indica que su funcién es proteger a las células
fetales que contienen este tipo de antigenos del rechazo por parte
del sistema inmune materno (Schumacher et al., 2007).

Las células Th17 producen una citoquina pro-inflamatoria, la
IL-17. Las células Th17 murinas presentan una via de sefializa-

250



cion Unica, caracterizada por el factor de transcripcion RORyt
(related orphan receptor), que participa en la expansion de esta
poblacién celular y es fundamental para su reconocimiento. En
las células Th17 humanas, el factor de transcripcion que regu-
la la diferenciacion se denomina RORC (retinoid orphan nuclear
receptor C) (Wang et al., 2010). Las células Thl7 son potentes
inductores de inflamacion tisular y estan relacionadas con la pa-
togenia de ciertas enfermedades autoinmunes, de respuestas de
hipersensibilidad y del rechazo de aloinjertos (Korn et al., 2009).
Estas células, ademas, estan involucradas en la eliminaciéon de
patdgenos que no son controlados adecuadamente por las célu-
las Thl o Th2. El principal rol de las células Th17 es proteger de
las infecciones producidas por hongos y bacterias extracelulares
(Aujla et al., 2007). Las funciones de las células efectoras Th17, al
igual que la de las células Thl y Th2, se encuentran reguladas por
las células T reguladoras CD4+ CD25* descriptas anteriormente
(Saito et al., 2010). En el contexto de la prefiez murina, las células
IL-17* se localizan en las glandulas endometriales y en la decidua
basalis a partir del dia 6,5 de prefiez hasta el dia 10,5. Alrededor
del dia 12,5, la decidua es totalmente negativa para la marcacién
de IL-17, sugiriendo que el niumero de células Th17 disminuye lue-
go del dia 12,5 en la interfase materno-fetal (Ostojic et al., 2003).

Las hemooxigenasas (HOs) son enzimas microsomales que
degradan el grupo hemo a bilirrubina y CO evitando la acumu-
lacion de hemo libre, el cual es citotdxico. Ademas, la bilirrubina
y la biliverdina tienen funciones antioxidantes y protectoras, y
el CO es un metabolito intermedio que estimula la relajacion de
los vasos sanguineos (Zenclussen et al., 2007). La hemooxigena-
sa 1 (HO-1) es una enzima protectora de la gestacion debido a
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que previene la acumulacién de grupos hemo libres que podrian
ser perjudiciales para el conceptus (Zenclussen et al., 2011). Se
expresa en las células endoteliales y en el trofoblasto. La dis-
minucion de la expresion de HOs, especialmente de HO-1, lleva
a un aumento de grupos hemo libres en la interfase materno-
fetal, con lo cual aumentan los dafios oxidativos, las moléculas
de adhesién celular y la migracion de las células inflamatorias
(Vachharajani et al., 2000; Zenclussen et al., 2003a; Zenclussen
et al., 2005b). Su expresion disminuye en la placenta y en la de-
cidua de ratones y humanos que sufren aborto mediado por cé-
lulas y citoquinas Thl. Esto indica un rol protector importante de
las hemooxigenasas en el mantenimiento de la gestacion. En el
modelo murino de aborto, resultante del apareamiento entre una
hembra de la cepa CBA y un macho de la cepa DBA/2, los niveles
de HO-1 en la interfase materno-fetal se encuentran disminuidos
(Zenclussen et al., 2005b). Las células Treg inducen un aumento
en la produccion de HO-1 protectora en la decidua y la placenta
(Zenclussen et al., 2006b). Ademas, la estimulacion de HO-1 por
medio de la terapia génica previene el rechazo fetal (Zenclussen
et al., 2006b).

La indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) es una enzima que cata-
boliza al triptéfano. Este aminoacido es un factor de crecimiento
para los linfocitos T, fundamental para su activacion y prolifera-
cién (Mellor y Munn, 2001). Se ha comprobado que durante la
gestacion aumenta la expresion de IDO en el trofoblasto y en la
decidua, especificamente en las células trofoblasticas gigantes,
macrofagos y células dendriticas presentadoras de antigenos. La
expresion de IDO en las células mencionadas es estimulada por
las células Treg (Fallarino et al., 2003).
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Por otra parte, por la accion de IDO, disminuyen los niveles de
triptéfano y se produce la anergia de los linfocitos T potencial-
mente perjudiciales para el mantenimiento de la gestacion (Munn
et al., 1998). IDO no solo ha sido estudiada como una enzima
protectora de la gestacién; hay evidencias de que también repre-
senta un importante mecanismo de control inmune. La deplecién
local de L-triptofano, que resulta de la actividad enzimatica, po-
dria permitirle al hospedador inhibir el desarrollo de varios agen-
tes patdgenos in vivo. La actividad de IDO se encuentra incre-
mentada en algunas condiciones patoldgicas, como por ejemplo,
la infeccion con Toxoplasma gondii (Fujigaki et al., 2002).

Algunos autores sugieren un mecanismo alternativo en el cual
los responsables de la accién inmunosupresora de IDO serian los
metabolitos resultantes del catabolismo del triptéfano y no las ba-
jas concentraciones del aminodacido. Estas especulaciones se ba-
san en los resultados de estudios in vitro que muestran que ciertos
metabolitos del triptdfano inhiben la proliferacion de las células T.

Ademas, algunas células de la respuesta inmune innata son de
importancia para la gestacion como las células natural killer (NK),
los mastocitos y los eosindfilos.

Las NK son un tipo especializado de linfocitos que se encuen-
tran en la interseccién entre la inmunidad innata y la inmuni-
dad adquirida. Participan en la proteccién inmune temprana y
sus principales funciones son la induccion de la lisis celular y la
produccién de citoquinas, tales como el IFN-y. En las hembras
adultas de varias especies, incluyendo al ser humano, una subpo-
blacidn de células NK, denominadas células natural killer uterinas
(UNK), aparece en el endometrio en determinadas fases del ciclo
estral o menstrual y en la gestacién temprana. Estas células son
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la principal poblacién de células linfoideas que se encuentran en
el Utero gestante y, a diferencia de las funciones inmunoldgicas
de las restantes células NK, tienen funciones especializadas en el
establecimiento y mantenimiento de una gestacién normal. Las
uNK han sido estudiadas en detalle en la decidua del ser huma-
no, el ratdn, la rata y el cerdo (Hunt et al., 2000; Wegman et al.,
1993; Welsh & Enders, 1993; Croy et al., 2009).

Durante la prefiez normal del ratdn, se diferencian abundan-
tes células uNK en los sitios de implantacion (Peel, 1989). Estas
células son muy importantes durante la primera mitad de la ges-
tacién porque regulan la iniciacion de los cambios estructurales
en las arterias maternas de los sitios de implantacion y el sub-
secuente desarrollo de la placenta. Las funciones de las células
uNK durante la prefiez murina han sido descubiertas gracias al
uso de ratones knock out. Los ratones deficientes en células uNK
presentan sitios de implantacién anormales, los vasos arteria-
les poseen paredes gruesas y didmetros luminales reducidos, la
decidua presenta una escasa celularidad y hay una disminucién
marcada en el tamafio de la placenta (Croy et al., 2006).

Las células uNK sintetizan citoquinas inmunomoduladoras
como el IFN-y (Ashkar & Croy, 1999) e interleuquinas, como IL-18
e IL-27 (Croy et al., 2003). Una de sus principales funciones es
regular la invasion trofoblastica del endometrio durante la im-
plantacion para evitar una invasion excesiva (Hunt et al., 2000).
Ademads, remueven células trofoblasticas aberrantes (Stewart,
1991). También sintetizan y secretan factor de crecimiento trans-
formante B (TGF-B) que inhibe a los linfocitos T que reconocen
a los antigenos paternos.

Las células uNK producen factor de crecimiento del endotelio
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vascular (VEGF) y &xido nitrico (NO). Ambos poseen funciones
angiogénicas y son importantes para el desarrollo vascular du-
rante la gestacién temprana. El NO es, ademas, vasodilatador.
Mediante la secrecion de estas sustancias y del IFN-y, las células
uNK contribuyen a la angiogénesis en el endometrio, especial-
mente en la decidua, e inducen la modificacion de las arterias
espirales. Esta modificacion de las arterias durante la prefiez se
caracteriza por la reduccién del espesor de la tinica media por
migracién de las células musculares lisas y la dilatacién de la luz
vascular para aumentar el flujo sanguineo hacia la placenta.

La maduraciéon de las células uNK es inducida en el Utero,
durante la reaccidén decidual y consiste en la proliferacién ce-
lular y el desarrollo de los granulos citoplasmaticos. La IL-15 se
expresa en el tejido conectivo del endometrio entre los dias 6
y 11 de la gestacion, y es la principal citoquina que regula la
diferenciacion de las células uNK (Croy et al., 2003). Al quinto
dia de gestacion, las uNK diferenciadas comienzan a observar-
se en la decidua mesometrial (deciduabasalis) de cada sitio de
implantacion (Zheng et al., 1991a; Zheng et al., 1991b; Croy et
al., 1997). En la medida que la gestaciéon avanza, estas células
proliferan y aumentan de tamafio, llegando a medir entre 40 y
100 pym de didmetro. El nimero de granulos citoplasmaticos y
el didmetro de las uNK son utilizados por varios autores como
indicadores de maduracion (Peel, 1989; Ashkar et al. 2000; Chan-
takru et al., 2001). Las grandes uNK granulares se acumulan en
una zona denominada triangulo mesometrial, “agregado linfoideo
mesometrial de la prefiez” (MLAp) o “glandula metrial” (metrial
gland) (Croy, 1999), por eso se las conoce también como células
glandulares granulares metriales. A los dias 8-10 de la gestacion,
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las uNK se hacen muy numerosas. Hacia el dia 12 su nimero
comienza a declinar y el dia 13 solo estan presentes en el trian-
gulo mesometrial (Moffet y Loke, 2006). A partir del dia 15, sus
granulos se reducen en cantidad y tamafio y posteriormente las
células mueren por apoptosis (Kusakabe et al., 1999). Las células
uNK son transitorias porque no se observan en el Utero luego del
parto (Stewart & Peel, 1980). La lectina DBA (Dolichos biflorus)
que no solo marca los granulos citoplasmaticos, sino también
la membrana plasmatica de estas células, ha sido ampliamente
adoptada para su reconocimiento (Paffaro et al., 2003). No exis-
ten células positivas a DBA en los 6rganos linfohemopoyéticos de
ratonas virgenes o con 0,5-7 dias de gestacion, excepto en la de-
cidua. Esto demuestra la especificidad de la marcacién con DBA
en células uNK e implica que la decidua es un ambiente Unico que
induce esta especificidad en la diferenciacion celular terminal de
las uNK (Bianco et al., 2008).

Los mastocitos o células cebadas intervienen tanto en res-
puestas mediadas por IgE, como en ciertas respuestas inmunes
innatas y adaptativas. Los mastocitos derivan de células proge-
nitoras hematopoyéticas que circulan por la sangre como células
progenitoras inmaduras y se diferencian a mastocitos maduros
localmente, en los tejidos vascularizados o en las cavidades se-
rosas (Kitamura, 1989). En su citoplasma, contienen abundantes
granulos metacromaticos, facilmente distinguibles con las téc-
nicas histoldgicas de Giemsa y Azul de Toluidina. Sus granulos
citoplasmaticos almacenan mediadores preformados tales como
aminas vasoactivas y proteasas neutras. Ademas, los mastocitos
producen y secretan mediadores pro-inflamatorios derivados de
lipidos que, a diferencia de los anteriores, son sintetizados de
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novo. Estos Ultimos, resultan del metabolismo del acido araqui-
ddnico e incluyen a las prostaglandinas y a los leucotrienos.

Los mastocitos constituyen una importante fuente de citoqui-
nas, tanto para el crecimiento y la diferenciacion de otras pobla-
ciones celulares, como para la regulacion de la inflamacién y la
reparacion tisular (Crivellato et al., 2005). Algunas de sus funcio-
nes son: regular la permeabilidad vascular, proteger las superfi-
cies mucosas Y regular la contractibilidad del miometrio.

En el Utero de ratonas prenadas, los mastocitos se localizan es-
pecialmente en el triangulo mesometrial (Gibbons & Chang, 1972)
y en el miometrio, algunos se ubican en el perimetrio y, en raras
ocasiones, en la zona externa de la decidua (Widayati et al., 2004).
La ubicacion de estas células en el triangulo mesometrial podria
estar relacionada con el control de la permeabilidad vascular en
el Utero. Por otro lado, los mastocitos que se encuentran entre las
fibras del musculo liso regulan la contractibilidad del miometrio.

Los eosindfilos son granulocitos derivados de la médula 6sea;
contienen granulos de proteinas ricas en arginina. En el Utero,
estan localizados en el tejido conectivo profundo del endometrio,
llegan al lumen, e incrementan su nimero cuando los niveles de
estrégenos son elevados (proestro y estro). En el mecanismo
de accion de los eosindfilos, se ha podido diferenciar una pri-
mera etapa, en la cual liberan proteinas tdxicas que destruyen
a microorganismos y parasitos, pero también pueden producir
dafo tisular por reacciones de hipersensibilidad. En una segunda
etapa producen moléculas como prostaglandinas, leucotrienos y
citoquinas, las cuales amplifican la respuesta inflamatoria por re-
clutar y activar a otros eosindfilos y a los macréfagos. Cuando la
poblacidn linfocitaria Th2 es activada, se liberan citoquinas, como
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IL 5 que incrementa la produccién de eosindfilos y promueve su
liberacién hacia la circulacion y los tejidos. Se comprobd también
que los eosindfilos son fagociticos cuando son estimulados por
IgE especificas (Ito et al., 1975; Monteavaro et al. 2007).

En general, las hembras son muy susceptibles a los patdge-
nos que ingresan por via venérea; esto se debe a que el sistema
inmunoldgico modula su respuesta frente al embridn, que posee
antigenos paternos extrafios para la madre. De esta manera, el
conceptus toma contacto con el tejido materno, se implanta y no
es afectado por los leucocitos uterinos (Roberts et al., 2001).Por
lo tanto, el sistema inmune materno puede promover o inhibir el
desarrollo de la unidad feto-placenta. Los leucocitos maternos
permiten la implantacion del embrién, mediante la secrecién de
diferentes citoquinas que favorecen el normal desarrollo de la
gestacion.

MODELOS MURINOS ESPECIFICOS DE ENFERMEDA-
DES REPRODUCTIVAS

Herpesvirus equino 1(EHV-1)

Introduccion

El EHV-1 es un virus que infecta a los miembros de la familia
Equidae y produce importantes pérdidas econémicas en la indus-
tria equina. Al igual que todos los herpesvirus, el EHV-1 es anti-
guo Y, durante su prolongada co-evolucion con el caballo, se ha
convertido en un parasito viral exitoso. Desde un punto de vista
bioldgico, el potencial patdgeno del EHV-1 puede ser considerado
un atributo basico del virus que garantiza su supervivencia (Allen
et al., 1998; Allen et al., 2004).
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Las manifestaciones clinicas que se presentan en los animales

luego de la infeccion por este virus son:
* Rinoneumonitis equina: se inicia con un cuadro caracteri-
zado por rinofaringitis y traqueobronquitis; el animal presenta
tos, fiebre (que se observa como una curva difasica con el
segundo pico febril coincidente con la viremia), descarga nasal
serosa que puede hacerse mucosa y hasta mucopurulenta,
congestion e hiperemia de la mucosa conjuntival, anorexia y
depresion generalizada. La infeccion es de tipo sistémico y
la viremia se acompafa de neutropenia y linfopenia. Los sig-
nos clinicos permanecen por aproximadamente 7 dias y las
complicaciones bacterianas secundarias pueden conducir a la
formacion de abscesos en los linfonodos y el tejido linfoide
subepitelial de la faringe. Ocasionalmente se presenta bronco-
neumonia que puede llegar a ser fatal (Allen & Bryans, 1986).
Durante su recuperacion, algunos caballos desarrollan el de-
nominado “sindrome de bajo rendimiento”, que puede estar
asociado con un estado de hipersensibilidad bronquial no es-
pecifica o con signos similares a los que se encuentran en la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica que traen apareja-
dos efectos perjudiciales a largo plazo sobre el rendimiento
deportivo (Mumford & Rossdale, 1980).
 Sindrome neurolégico: se observa en animales de ambos
sexos Y de distinta edad. Este sindrome puede aparecer entre
los 6-10 dias posteriores a la infeccion respiratoria, y de ma-
nera repentina, con un pico de intensidad a los 2-3 dias de sus
inicios. Las manifestaciones clinicas dependen de la extension
y localizacién de las lesiones, y varian desde ataxia moderada
hasta paralisis completa de miembros toraxicos y pelvianos
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con incontinencia urinaria. El prondstico para los caballos que
no estan en decubito es favorable, pero aquellos que perma-
necen en esa posicion por mas de dos dias generalmente tie-
nen complicaciones fatales, como neumonia, cdlicos o rotura
vesical (Whitwell & Blunden, 1992).

« Infeccién ocular: puede observarse uveitis o corioretinitis
en potrillos, durante el brote de enfermedad neuroldgica en
adultos o a las 3-5 semanas después de la infeccion del tracto
respiratorio. Las lesiones focales y multifocales no afectan la
vision, pero las lesiones difusas pueden llevar a la destruccion
de la retina y a la consecuente ceguera (Slater et al., 1992;
McCartan et al., 1995).

* Infeccion vasculotrépica pulmonar: se observa ocasional-
mente en caballos jovenes. Se caracteriza por fiebre alta,
anorexia, depresion severa, dificultad respiratoria y alta mor-
talidad. No se acompafa de signos nerviosos. Los animales
afectados pueden ser encontrados muertos, ya que el inicio
de la enfermedad es repentino y su progresién hasta la muer-
te es rapida. Se produce vasculitis multisistémica, particular-
mente importante en los pequefios vasos sanguineos de los
pulmones (Del Piero & Wilkins, 2001).

 Trastornos en sementales: puede observarse edema es-
crotal y pérdida de libido. La fiebre prolongada tiene efecto
perjudicial sobre la espermatogénesis que se traduce en la
reduccién del niUmero de espermatozoides normales. Algunos
investigadores han documentado la presencia de particulas
virales en semen, pero su importancia en una posible transmi-



sidn venérea de la infeccion es aun incierta (McCartan et al.,
1995; Tearle et al., 1996).

« Aborto - Sindrome neonatal: el aborto sucede en forma su-
bita, sin signos premonitorios y generalmente sin evidencia
de infeccién respiratoria previa. Las hembras abortan gene-
ralmente en los Ultimos cuatro meses de gestacion, entre los
15 y 120 dias posteriores a la infeccion viral. La placenta es
expelida con el feto que permanece con las membranas feta-
les intactas. El feto muere por asfixia, asociada a la abrupta
separacion (previa a la expulsion) entre el corion y el endome-
trio. En la mayoria de los casos se suceden abortos aislados
y en general las hembras abortan una sola vez. En algunos
establecimientos pueden observarse “tormentas de aborto”
en las que pueden llegar a afectarse el 75% de las hembras
gestantes (Smith et al., 1996; Allen et al., 2004). En algunas
oportunidades, y cuando el feto resulta infectado en el Ulti-
mo tercio de la gestacion, se presenta el sindrome neonatal
caracterizado por dos posibles cuadros: el animal nace pero
muere rapidamente por un severo estado de depresion y por
insuficiencia respiratoria, resultante de las lesiones pulmona-
res inducidas por la infeccion. En otros casos, nacen potrillos
de apariencia normal pero que inmediatamente presentan un
severo cuadro respiratorio y diarrea que culmina con la muerte
dentro las primeras 72 h posteriores al nacimiento (Smith et
al., 1992; Allen, 2002)
El virus se mantiene en la naturaleza por la infeccién gene-
ralizada de caballos jovenes, por ser de alta morbilidad (hasta
el 90%) y baja mortalidad, por la alta prevalencia de animales
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latentemente infectados y por la continua liberacién de virus a
partir de los animales portadores, de tal manera que se produce
la transmisidn eficiente y sin interrupciones a las nuevas genera-
ciones de equinos.

La forma respiratoria es comun en potrillos al destete o cuan-
do ingresan a los centros hipicos y la liberacidn de virus a través
de las secreciones respiratorias puede llegar a durar hasta 15
dias. La infeccidn subclinica ocurre debido a reinfecciones suce-
sivas, y se presenta en animales de diferentes edades, aunque
es mas frecuente en equinos adultos. La principal fuente de con-
tagio de los potrillos es la reactivacion de virus latente de los
adultos convivientes (Gibson et al., 1992). Luego del primer ciclo
replicativo en el tracto respiratorio se produce la fase virémica,
caracterizada por la expresion de antigenos virales en las células
sanguineas y en la cual el virus es facilmente recuperable por co-
cultivo con células permisivas. Cuando el EHV-1 entra en estado
de latencia en los linfocitos T CD8+ y en el ganglio trigémino, la
trascripcion del genoma viral esta restringida, como sucede en
todos los alfaherpesvirus. Por lo tanto, las proteinas virales no se
expresan, la célula es resistente a los mecanismos inmunes y el
virus es dificil de recuperar por co-cultivos celulares (Welch et al.,
1992; Slater et al., 1994; Baxi et al., 1995; Chesters et al., 1997).
La reactivacion de virus latente se produce cuando los animales
se encuentran en situaciones estresantes, como sucede durante
el transporte, movimientos de potreros, en ciertas medidas de
manejo, con el destete, como asi también por tratamientos con
corticoides o practicas deportivas exigentes. Estas reactivaciones
son generalmente silentes y la viremia que sigue a la reactivacién
puede conducir al virus hasta el Gtero, causando aborto, y al
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sistema nervioso central, produciendo sindrome neuroldgico. El
aborto puede ocurrir sin el requisito previo de una infeccién res-
piratoria epitelial litica o de una viremia detectable. El EHV-1 es el
primer alfaherpesvirus para el que se ha descrito reactivacion en
los linfocitos, ademas de la reactivacion en el ganglio trigémino
(Mumford et al., 1985).

La respuesta inmune de los equinos a una infeccioén por EHV-
1 es similar a la que ocurre en otras especies infectadas por
herpesvirus. El mecanismo es complejo y aun no esta completa-
mente dilucidado, e incluye a las respuestas innata y adaptativa,
celular y humoral (Allen & Bryans, 1986; Allen et al., 2004). Los
anticuerpos (Ac) maternales transmitidos por el calostro protegen
a los potrillos de la infeccién natural y la inmunidad conferida
esta relacionada con la concentracion de los mismos y con el
volumen ingerido por el potrillo en las primeras 24 hs de vida.
El titulo de Ac calostrales decae exponencialmente, de manera
que aproximadamente entre los 4-6 meses de edad los potrillos
pueden ser infectados naturalmente. En la infeccion natural de
adultos, el titulo de los Ac decae rapidamente, de manera que
los animales se tornan nuevamente susceptibles al virus entre
los 4 y 5 meses posteriores a su recuperacion. La resistencia a la
reinfeccion durante este periodo se encuentra garantizada por: 1)
los elevados niveles de Ac en sangre y en el mucus nasofaringeo,
2) la actividad proliferativa de los linfocitos T CD4+ activados por
el virus, 3) la presencia de precursores de linfocitos T citotdxicos
CD8+ virus especificos, 4) la actividad de células NK y 5) la cito-
toxicidad celular dependiente de Ac virus especifico(Allen et al.,
2004). Cuando estos mecanismos de resistencia decaen, la mu-
cosa respiratoria puede ser nuevamente reinfectada por el virus
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en forma repetida. Como consecuencia de estas reinfecciones
multiples, no se presentan sintomas clinicos de enfermedad res-
piratoria, pero pueden aparecer manifestaciones de enfermedad
neuroldgica o abortiva. EI mecanismo por el cual el virus escapa
a la neutralizacion por Ac en su pasaje al feto esta estrechamente
relacionado con la viremia asociada a células.

El proposito de vacunar contra EHV-1 es el de proteger a los
equinos de la enfermedad respiratoria y del aborto. Las primeras
vacunas desarrolladas a nivel mundial fueron con virus inactivado
y se elaboraron con higado de feto equino infectado y tejido de
hamsteres infectados experimentalmente (Doll et al., 1959; Doll
& Bryans, 1963). Estas vacunas dejaron de utilizarse debido a
las respuestas adversas, tanto locales como sistémicas, y a su
baja inmunogenicidad. Posteriormente, Doll (1961) desarrollé una
vacuna a virus modificado por pasajes en hamsteres cuya apli-
cacion era intranasal; y recomendable para estadios tempranos
de gestacion, ya que se consideraba que contenia residuos de
particulas virulentas que podian causar el aborto si la misma era
administrada en la ultima etapa de la prefiez. Esta vacuna fue
utilizada hasta que se comenzaron a producir vacunas a virus
inactivado y atenuado desarrollado en cultivos celulares. En 1968
se cred una vacuna atenuada utilizando cultivos de rifion de feto
porcino inoculados con la cepa RacH (cepa atenuada por su dele-
cién del gen 67). Otros investigadores realizaron varios estudios
utilizando otras vacunas con cepas atenuadas por pasajes en cul-
tivos celulares. Si bien las mismas resultaron eficientes para erra-
dicar la infeccién en areas endémicas, pudo comprobarse que,
en muchos casos, la atenuacién no era eficaz ya que inoculada
directamente al feto se producia el aborto del mismo. El uso de

264



otras vacunas atenuadas también fue asociado con mieloence-
falitis posvacunal. En el afio 2006, una vacuna desarrollada con
un mutante de EHV-1 sensible a temperatura, también demostrd
proteger de la enfermedad respiratoria y de la viremia posterior
a una infeccién experimental con una cepa virulenta. Sin em-
bargo, algunos autores en desacuerdo con esta Ultima opinidn,
consideran que las vacunas atenuadas deben ser utilizadas con
precaucion ya que pueden producir la interaccidon génica entre el
virus vacunal y las cepas de campo (Allen et al., 2004). En forma
paralela, muchas otras vacunas fueron elaboradas sélo con EHV-
1 y combinadas con EHV-4, principalmente con virus inactivados
con formaldehido y asociados a diferentes tipos de adyuvantes
de uso comun. Este tipo de vacunas, si bien son seguras porque
carecen de virus activo, presentan el inconveniente de inducir
una respuesta inmune de corta duracion, por lo que resulta nece-
sario repetir la aplicacion de dosis. Si el propdsito de una vacuna
es prevenir la enfermedad, reducir la incidencia, la duracion de
los signos clinicos y el periodo de eliminacién viral, las vacunas
inactivadas son adecuadas ya que cumplen con estos objetivos.
Sin embargo, si tenemos en cuenta que el EHV-1 produce viremia
asociada a células, se puede inferir que estas vacunas no son
totalmente efectivas y algunas particulas virales pueden llegar
al feto y producir aborto (Kydd et al., 1994; Heldens et al., 2001;
Allen et al., 2004; Patel &Hendels, 2005; Goehring et al., 2010).
Las vacunas contra EHV-1 deben entonces proteger contra la in-
feccidn respiratoria y prevenir la viremia, asi como también esti-
mular la produccion de Ac y la respuesta inmune celular, tanto a
nivel sistémico como en las mucosas.

Las investigaciones que se realizan mundialmente sobre el
EHV-1 se encuentran dirigidas a tres areas principales: a) resolver
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aspectos fundamentales de la patogenia del aborto, b) estudiar el
fendmeno de latencia y reactivacion viral, y c) lograr la obtencién
de respuesta inmune que prevenga el aborto.

El modelo raton para el estudio de Herpesvirus equino 1

Los modelos animales inicialmente utilizados para el estudio
de EHV-1 estuvieron orientados al desarrollo de las primeras va-
cunas a partir de macerados de tejidos de hamsteres infecta-
dos experimentalmente (Doll et al., 1959; Doll & Bryans, 1963) y
de vacunas a virus modificado por pasajes en hamsteres (Doll,
1961). Posteriormente en las décadas de los "70s y los '80s se
comenzd a trabajar con ratones lactantes (Wilks & Coggins 1977,
Patel & Edington 1983; Nowotny et al., 1987; Stokes et al., 1989).
Sin embargo, en todos estos estudios la edad de los animales
diferia, las rutas de inoculacidon del virus eran variadas y, por
lo tanto, no se observaban manifestaciones clinicas similares y
constantes por lo que los resultados no podian ser comparables.
Recién con las experiencias de Awan et al. (1990, 1991) se logré
reproducir la enfermedad respiratoria utilizando ratones BALB/c
anestesiados e inoculados por via intranasal, la ruta natural de
entrada del virus. Posteriormente, los esfuerzos fueron orienta-
dos a determinar si existian cepas de ratones mas susceptibles a
la infeccion que otras (Alber et al., 1995), a comprobar si se podia
reproducir la infeccion abortigénica (Walker et al., 1998 a, 1998b;
Inazu et al.,, 1993), a investigar la respuesta inmune (Awan et al.,
1995; Bartels et al., 1998), a ensayar agentes antivirales (Awan
& Fields, 1993), al estudio del establecimiento de la latencia y de
la reactivacion (Field et al., 1992) y a analizar diferentes cepas
virales (Van Woensel et al., 1995; Colle et al., 1996) y nuevos
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inmundgenos (Tewari et al., 1994, 1995; Osterrieder et al., 1994;
Stokes et al., 1996; Kukreja et al., 1998;Ruitemberg et al., 1999).

Basicamente las razones por las cuales se adoptd definitivamente

al modelo raton para el estudio de EHV-1 fueron:
« Similitud en el tropismo tisular: tanto en el equino como en
el ratdn el virus puedeser aislado de diversos 6rganos demos-
trando una infeccidn de tipo sistémico. Los primeros estudios
realizados indicaron que el ADN del virus fue detectado por
PCR en todos los 6rganos (Baxi et al.,1996), aunque no se lo
aisl6 del bazo y del higado del ratén (Awan et al., 1990). Sin
embargo, estudios actuales, permitieron demostrar el aisla-
miento viral a partir de estos érganos (Zanuzzi et al., 2014). En
el caso de hembras equinas prefiadas e infectadas experimen-
talmente, no todos los fetos abortados resultan positivos al
virus, lo que puede estar relacionado a diversos factores aun
no del todo determinados. En ratonas prefiadas se hallaron re-
sultados similares aunque al tratarse de hembras multiparas,
algunos fetos resultaron negativos mientras que otros fueron
positivos al virus (Walker et al., 1999).
* Presencia de signos clinicos respiratorios y nerviosos: el
periodo de incubacidn para el equino generalmente es de 2
dias y los signos respiratorios caracteristicos se resuelven
aproximadamente a los 12 dias pos infeccion. Los signos ner-
viosos resultan de los cambios vasculares, pero aparecen con
menor frecuencia (Allen & Bryans, 1986). En los ratones se
observa dificultad respiratoria, pelo hirsuto, decaimiento, cam-
bios generales de comportamiento, conjuntivitis ocasional y
en general todos se resuelven totalmente a los 6 dias pos in-
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feccion (Figura 1). Los signos nerviosos no son muy comunes
y cuando fueron observados, su presencia se atribuyo a la
caracteristica neuropatogénica de la cepa viral utilizada en la

infeccion experimental (Awan et al., 1990; Inazu et al., 1993;
Van Woensel et al., 1995)

Figura 1. Ratones BALB/c infectados por EHV-1. Obsérvese el aspecto caracteristico del
pelo y el agrupamiento con sus congéneres.

« Efecto sobre la prefiez: la infeccidon en equino puede causar
aborto dependiendo del tiempo de gestacion, o bien producir-
se el nacimiento de los potrillos que mueren en las primeras
48 hs de vida (Smith et al., 1996). En la infeccidén experimental
en ratones, los resultados dependen del momento de la in-
feccidn: en caso de producirse en el primer tercio de prefiez
se observa reabsorcion fetal; la infeccidén durante la gestacion
media lleva al nacimiento de fetos prematuros muertos o que
mueren en el primer dia de vida y, cuando la infeccion se
produce en el Ultimo tercio de la gestacidon puede observarse
menor tamano de los neonatos respecto a ratones controles
sin infectar (Awan et al., 1995; Walker et al., 1998b).

« Cambios en las células sanguineas y eliminacién viral: en la
infeccidon aguda de los equinos se observa leucopenia (neutro-
penia y linfopenia), en cambio durante la convalecencia apare-
ce linfocitosis. Ninguno de estos eventos se ha comprobado en
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el ratdn y algunos autores mencionan la aparicién de neutrofi-
lia (Csellner et al., 1998; Packiarajah et al., 1998).

e En equinos infectados experimentalmente el tiempo de la
eliminacion de virus varia entre 5 a 14 dias con un pico maxi-
mo a los 12 dias pos infeccién a partir de los hisopados naso-
faringeos (Allen & Bryans 1986), si bien la deteccién del virus
a partir del pulmén puede extenderse pese a la desaparicion
total de los signos clinicos. La eliminacidn del virus en ratones
es similar, aunque también es dependiente de la dosis y de la
cepa viral utilizada para la infeccién (Awan et al., 1990; Inazu
et al.,, 1993; Walker et al.,, 1998a). Con respecto a la viremia
en el equino, diferentes autores indican una extensién que
varia entre 3-5 dias, 12-16 dias y de 3-14 dias (Gibson et al.,
1992), mientras que en el ratdn existen datos dispares ya que
algunos autores citan periodos de viremia de 5 a 8 dias y otros
determinaron que es indetectable (Walker et al., 1999).

* Lesiones histopatolégicas: en equinos se observa inflama-
cion, necrosis y la presencia de cuerpos de inclusién en el
epitelio nasofaringeo y en nddulos linfoideos bronquiales. Se
detectan focos de bronquiolitis aguda y edema intersticial. En
hembras prefadas se observa vasculitis endometrial y en caso
de presentarse signos nerviosos se encuentran focos de vas-
culitis y necrosis en cerebro y cerebelo (Jackson et al., 1977,
Edington et al., 1986; Walker et al., 1999). En ratones las le-
siones pulmonares son similares a las descritas en el equino
y se caracterizan por alveolitis y bronquiolitis, presencia de
cuerpos de inclusidn, necrosis focal y agregados de células
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inflamatorias. En el sistema nervioso central no se han obser-
vado lesiones vasculares ni procesos degenerativos (Bartels et
al., 1998). El endometrio de hembras prenadas ha sido des-
cripto como congestivo con severos cambios vasculares, areas
de isquemia asociadas con necrosis e infiltracion perivascular
de células inflamatorias (Smith et al., 1992). En las placentas
de ratonas se ha descrito congestion, necrosis y atrofia de la
capa media del trofoblasto entre los 2 y 4 dias pos infeccion
(Walker et al., 1998b), tal como se observo en la placenta equi-
na (Smith et al., 1992). En fetos equinos abortados o muertos
en las primeras 24 hs de vida se han descripto bronquiolitis
necrotizante, neumonitis intersticial y necrosis hepatica focal
(Kydd et al., 1994). En el caso de muerte perinatal en ratones
se ha observado efecto citopatico tipico en pulmones y epite-
lio bronquiolar aunque no se han descripto lesiones en fetos
analizados antes de la fecha de parto (Walker et al., 1998b).

« Latencia: como otros herpesvirus, luego de la infeccion pri-
maria se ha descripto como sitio de latencia al ganglio trigé-
mino, tanto en el equino como en el ratén, aunque en este
modelo experimental también ha sido detectado por PCR a
partir del bulbo olfatorio (Baxi et al., 1995,1996).

Estudios experimentales en la Republica Argentina
En el afio 1979 se realizd, en la Catedra de Virologia de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
Plata, el primer aislamiento de este virus partir de un feto abor-
tado. Esta cepa originalmente fue denominada SP y actualmente
se denomina AR1 de acuerdo a la nhomenclatura internacional.
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En 1985, se aisld una nueva cepa a partir de plasma rico en
leucocitos de un caballo con sintomatologia respiratoria (Galosi et
al., 1989). En los afos sucesivos, se continuaron aislando nuevas
cepas y muchas de ellas fueron analizadas por sus patrones de
restriccion de ADN demostrando homogeneidad gendmica de las
mismas aunque en algunos casos se observaron diferencias de
movilidad en sus fragmentos de ADN (Galosi et al., 1993, 1998a).
Por esta Ultima razon se iniciaron los primeros estudios experi-
mentales para demostrar el biotipo de las mismas utilizando ra-
tones lactantes inoculados intracerebralmente. Se demostré que
la cepa AR1 correspondia a un biotipo especifico respecto a las
cepas restantes y que podria significar que fuera menos virulenta
(Galosi et al., 1998b).

Debido a estos resultados, se estudiaron las propiedades de
crecimiento de AR1 en cultivos celulares y su efecto patégeno en
el modelo respiratorio y abortigénico de ratén BALB/c, compara-
tivamente con la cepa internacional de referencia HH1. Si bien
no se encontraron diferencias significativas en el efecto de estas
cepas sobre cultivos celulares, en el modelo ratén se demostro
la menor virulencia de la cepa AR1 respecto a la HH1 para pro-
ducir enfermedad respiratoria y sus consecuencias en diferentes
etapas de gestacion (Galosi et al., 2004). En otra etapa del mis-
mo trabajo se evalud la capacidad de AR1 de conferir proteccion
ante la descarga con una cepa mas patogénica y se observo que
el peso de los ratones previamente inmunizados no disminuyd
ante la descarga con HH1, los signos clinicos fueron mas leves,
los animales se recuperaron en un periodo de tiempo mas corto,
el titulo viral recuperado en pulmén fue menor que en el control
inoculado con HH1 y las lesiones histoldgicas fueron mas atenua-
das (Galosi et al., 2006).
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 Estudios moleculares-evolutivos y de virulencia:dado que
en el pais eran numerosas las cepas aisladas, muchas veces a
partir de “tormentas de abortos” en establecimientos sujetos
a estrictos planes de vacunacion, hipotetizamos que algunas
cepas actuantes podrian ser mas virulentas y que las dife-
rencias entre ellas podrian basarse en variaciones gendmicas.
Por tales motivos, se inicio un estudio experimental cuyos dos
principales objetivos fueron a)relacionar la estructura gendémi-
ca de las cepas de EHV-1 con las variaciones en su virulencia
utilizando el modelo experimental BALB/c y b) establecer hi-
potesis sobre las relaciones filogenéticas que reflejen la evo-
lucién de cepas argentinas de EHV-1 basando el estudio en la
constitucién gendmica de la denominada region intergénica
(IR). Las cepas denominadas AR2, AR3 y ARS8, que presen-
taron las diferencias genémicas mas marcadas, fueron selec-
cionadas y se estudiaron desde el punto de vista patogénico
en ratonas prefiadas BALB/c que fueron inoculadas por via
intranasal. Todos los animales inoculados con dichas cepas de-
sarrollaron signos clinicos y disminuyeron su peso corporal en
los dias pos infeccidn; ademas se aislaron virus de los Uteros
prefiados. Con los datos que se obtuvieron no pudieron obser-
varse diferencias que permitieran determinar mayor o0 menor
virulencia de estas cepas. En el pulmén de todos los animales
inoculados se observaron evidencias histoldgicas de infeccion
y los cambios encontrados en los Uteros fueron muy heterogé-
neos. En algunos casos se observd endometritis, en otros, una
ligera congestion y edema, mientras que algunos animales no
presentaron alteraciones. En los Uteros de las ratonas inocu-
ladas con la cepa AR2 se observaron gran cantidad de células



apoptodticas en el tejido conectivo y en los epitelios glandular y
luminal, con exfoliacidn celular en la luz del érgano(Figura 2).

Figura 2. Utero de una hembra BALB/c infectada con la cepa AR2 de EHV-1. Las flechas
sefialan células apoptdticas en las glandulas uterinas. HE 400X.
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Figura 3. Abundantes células inflamatorias en el endometrio de una hembra BALB/C

infectada con la cepa AR2, fundamentalmente alrededor de algunos vasos sanguineos
(asteriscos). HE 400X.

En algunos cortes pudieron observarse focos de necrosis y
abundante cantidad de macroéfagos y leucocitos polimorfonuclea-
res (Figura 3). La inoculacion de la cepa AR3 indujo muerte celu-
lar en el Utero, sin embargo no se observaron alteraciones ni en
la placenta ni en la decidua. Las ratonas inoculadas con la cepa
ARS8 presentaron zonas de necrosis evidentes y abundante canti-
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dad de neutrdfilos. La placenta presentd apariencia normal en la
mayoria de los casos, sin embargo en algunos de los animales se

detectaron areas congestivas con abundantes células inflamato-

Figura 4. Placenta de una ratona BALB/c infectada con la cepa AR8. Se observa gran
cantidad de células inflamatorias especialmente alrededor de vasos (estrella) de un vaso
(flechas negras). Las flechas sefialan leucocitos en distintas etapas de un proceso de

extravasacion. HE 400X.

No se encontro correlacion entre el grado de las lesiones y la
deteccion de virus por aislamiento viral y PCR en los Uteros de las
ratonas infectadas. No se encontraron cambios cuantitativos ni
en las células uNK ni en los mastocitos de los animales infectados
(Figura 5).
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Figura 5. Lectinahistoquimica en Utero de una ratona BALB/c infectada con la cepa
ARS8. Patrén de marcacion de la lectina DBA en la decidua. La marcacién positiva (pardo-

dorada) corresponde a las células NK uterinas (GMG). 400X

En este trabajo se describieron por primera vez en el raton
las lesiones uterinas que son frecuentemente documentadas en
el equino.

Por otra parte, se realizd el andlisis gendmico de distintas ce-
pas y se demostro un alto porcentaje de identidad de la IR. En
trece cepas argentinas (ARS8, AR7, AR4, AR2, AR3, AR10, AR9,
AR18, AR20, AR15, AR19, AR21, AR22) se encontraron insercio-
nes de 18 bp ubicadas en la posicién 109168 bp, mientras que en
la cepa AR6 se encontrd una insercion de 9 bp en la misma posi-
cién. Las cepas estudiadas fueron clasificadas utilizando técnicas
de similitud global y el analisis de distancias genéticas revel6 que
7 cepas se agruparon con las cepas extranjeras. Dentro de este

276



grupo se ha podido identificar un subgrupo formado por una cepa
argentina y una britanica (@ambas no productoras de signos neu-
roldgicos). No se observd relacidén entre las cepas relacionadas
con el afo de aislamiento o el origen geografico.Se aplicaron los
métodos de parsimonia y maxima verosimilitud para reconstruir
la historia evolutiva de las cepas de EHV-1 y de acuerdo a nues-
tros resultados las cepas argentinas AR11, AR12, AR13, AR14,
AR16 y AR17 junto con las cepas britanicas UK1 y UK2, la cepa
japonesa JA y la cepa norteamericana US constituyen un grupo
monofilético. Esto nos indicod que las mismas poseen un ancestro
comun mas cercano. Dentro de este grupo se pudieron identificar
subgrupos: uno formado por las cepas britanicas UK1 y UK2, y
otro por las cepas AR12 y AR16. Ambos subgrupos serian mono-
filéticos. La relacion con el resto de las cepas no ha podido ser
establecida en este estudio (Figura 6).
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RR22
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UK2

Figura 6. Arbol ptimo obtenido mediante las rutinas de parsimonia del programa
TNT (Tree Analysis using New Technologies) utilizando pesos iguales.
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Segun nuestro andlisis, las cepas analizadas en este trabajo
constituyen un grupo polifilético lo que podria estar relacionado
al continuo movimiento de animales desde paises donde EHV-1
es comun. Sin embargo, considerando que las cepas extranjeras
son escasas, estas cepas podrian también ser polifiléticas y pue-
den haber evolucionado anidadas dentro de las cepas argentinas.
El mapeo del caracter signos clinicos indicd que la enfermedad
neonatal, la enfermedad respiratoria y enfermedad neuroldgica
causada por EHV-1 no estan relacionadas con la evolucion histo-
rica del virus. Nuestro analisis sugirid que: a) la condicidon aborto
es ancestral en las cepas de EHV-1, mientras que la condicién
enfermedad neonatal se desarrolld6 de manera independiente en
distintas cepas mediante evolucidn convergente; b) las diferen-
cias en la signologia observada causada por EHV-1 puede consti-
tuir un mecanismo de adaptacion del virus a diferentes presiones
ambientales de los tejidos. Los factores que pueden actuar como
diferentes presiones ambientales del hospedador pueden ser la
causa de la diversidad de poblaciones celulares infectadas, las
diferentes poblaciones de Ac activos presentes en distintos te-
jidos y las condiciones fisico-quimicas. Estos factores, al actuar
como diferentes presiones de seleccion, pueden incrementar la
frecuencia de las variantes genéticas mas eficientes en las nue-
vas condiciones ambientales. Este estudio constituye el primer
analisis realizado en Sudamérica con cepas de EHV-1 para esta-
blecer las relaciones filogenéticas existentes entre las cepas asi
como para reconstruir la historia evolutiva de los signos clinicos,
basado en el método de parsimonia (Martin Ocampos, 2010).

» Efecto de diferentes anestésicos en el modelo respiratorio

murino: dado que pueden ocurrir posibles interacciones entre
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EHV-1 y los anestésicos que se utilizan para realizar los tra-
bajos experimentales, en este estudio se investigd si los pri-
meros eventos de la respuesta inmune en pulmoén como con-
secuencia de la infeccién por EHV-1 pudo verse afectada por
diferentes anestésicos. Se evalud la anestesia con éter, con
una combinacion de ketamina y xilacina y con isofluorano; en
todos los casos se infectaron grupos de animales con la cepa
AR4 (10>7> CCID,,/50ul) por via intranasal. Se describieron los
signos clinicos, se evaluaron las lesiones en el pulmon y se
determind la tasa de muerte y proliferacion celular utilizando
la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) para detectar los anti-
genos indicadores de proliferacion celular (PCNA) y de muerte
celular por apoptosis (caspasa 3 activa). La cuantificacion de
estos parametros se realizé con un analisis de imagenes digi-
tal con el programa Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, USA) y el andlisis estadistico se realizd median-
te un ANOVA seguido de multiples comparaciones con el test
de Tukey.

Los signos clinicos fueron mas severos en los animales aneste-
siados con éter, tanto en el grupo control como en el infectado, y
se hallaron diferencias cualitativas en el reclutamiento de células
inflamatorias que siguié a cada tipo de anestesia. Los pulmones
de los animales de ambos grupos anestesiados con ketamina/
xilacina mostraron mayor tasa de muerte celular, mientras que
aquellos anestesiados con isofluorano presentaron mayor tasa de
proliferacion celular (Figura 9).

Con este trabajo se enfatizd la importancia de la correcta elec-
cion del anestésico a utilizar en los ensayos experimentales, ya el
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mismo puede modificar la respuesta a la infeccidon y se pueden
obtener resultados que conduzcan a conclusiones errdneas (Eéry
et al., 2013).
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Figura 9. (1) Pulmdn de ratén infectado anestesiado con isofluorano en el que se aprecia
infiltracion linfocitica alrededor de las vias aéreas y de los vasos sanguineos. 200X HE.
(2)Immunomarcacion positiva del antigeno viral en células epiteliales bronquiales de un
raton anestesiado con ketamina-xilacina. Cromdgeno diaminobencidina. Contraste con
hematoxilina 200X. (3-4) Immunomarcacion positiva del antigeno nuclear de prolifera-
cion celular (3) y de la proteina caspasa 3 activa (4) en células epiteliales bronquiales
de un ratén anestesiado con isofluorano. Cromdgeno diaminobencidina. Contraste con
hematoxilina 200X.
» Efecto de las cepas AR8 y HH1 en ratones BALB/c: a pe-
sar de los avances obtenidos mundialmente con el uso del
modelo ratén BALB/c para el estudio del EHV-1, la mayoria de
ellos se han realizado utilizando diferentes cepas, dosis viral
y vias de inoculacidn, por lo cual se dificulta la extrapolacion

de los resultados a otras investigaciones. En este trabajo se
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describe y se compara el comportamiento de la cepa AR8 y
HH1 a diferentes tiempos pos inoculacidn en ratones. Los ani-
males fueron anestesiados con isofluorano e inoculados con la
misma dosis viral para ambas cepas. Se observd la aparicion
de signos clinicos y se calculd el indice SAFETY, expresado
como el promedio de ganancia/pérdida de peso de los anima-
les. Se tomd sangre heparinizada cada 12 horas y se realizd
aislamiento viral en plasma rico en leucocitos, pulmones, bazo
e higado, deteccién de ADN por PCR y técnicas histoldgicas y
de IHQ. Los ratones inoculados con la cepa AR8 manifestaron
signos clinicos desde el dia 1 posinfeccion (pi) hasta el dia 3 pi.
Sin embargo, aquellos ratones inoculados con HH1 comenza-
ron a presentar signos clinicos desde el dia 2 pi. El aislamiento
viral y la deteccién por PCR a partir de plasma rico en leuco-
citos fue posible desde el dia 1 pi hasta el dia 2 pi para ARS8
y HH1, respectivamente. En el pulmén se encontraron virus
hasta el dia 7 pi, con el titulo maximo al dia 2 y 3 pi, respecti-
vamente para cada cepa. En el higado el aislamiento viral y la
deteccion por PCR fueron posibles hasta el dia 2 pi con ambas
cepas, mientras que en el bazo de los animales inoculados con
AR8 y HH1 se determind la presencia del virus hasta el dia 2 y
3 pi, respectivamente (Fig. 10). Se observaron focos de infec-
cion en los bronquios y bronquiolos terminales de los animales
infectados, tanto con AR8 como con HH1. Mediante IHQ se
detectd al antigeno viral en dichos focos de infeccion desde el
dia 1 pi hasta el dia 4 pi, con ambas cepas.

Este estudio nos permitié demostrar que la dosis viral inoculada,
el tropismo viral, el tipo de anestésico elegido para realizar la ino-
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culacion, asi como diversos factores especificos del hospedador,
son variables que de no ser contempladas contribuyen a la hete-
rogeneidad de los resultados hallados. Asimismo, en este trabajo
se enfatizd la relevancia de la estandarizacion del modelo para
cada cepa seleccionada antes de extrapolar datos que podrian
conducir a conclusiones erréneas (Zanuzzi et al., 2014).
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Figura 10. (1) Indice SAFETY (area bajo la curva del peso relativo durante los primeros
diez dias pi en los animales inoculados con la cepa AR8 y HH1 de EHV-1, y en los animales
del grupo control).(2) Ganancia de peso relativa de ratones BALB-c del grupo control e
inoculados con las cepas AR8 o HH1. (3) Aislamiento viral a partir de los pulmones de
animales inoculados con la cepa AR8 y HH1 de EHV-1.

» Estudio de la expresion de proteinas antigénicas y evalua-
cién de la respuesta inmune inducida:como se describid ante-
riormente, el otro aspecto que aln no esta resuelto en relacion
a la prevencidn de la infeccion por EHV-1 es la obtencidn de un
inmundgeno que estimule tanto la respuesta humoral como la
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celular y que prevenga tanto la enfermedad respiratoria como
el aborto. En este sentido se expreso la glicoproteina (g) D
del EHV-1 en un sistemas eucariota (baculovirus) y se evalu
su capacidad inmunogénica en el modelo animal experimental
respiratorio y abortigénico.

Se realizd un plan de inmunizacién, utilizando la gD recombinante
pura o combinada con adyuvantes, a través de distintas vias de
inmunizacion. Se evaluaron los Ac inducidos utilizando las técni-
cas de ELISA y neutralizacion viral. Posteriormente, se desafiaron
los animales con la cepa ARS8 y se determind el grado de protec-
cion conferido mediante el monitoreo de la aparicion de signos
clinicos, la deteccion del virus en el pulmén y la expresion de
antigenos (Ag) virales detectables por la técnica de IHQ en dicho
organo.

En los dias posteriores al desafio se observo que los ratones
correspondientes al grupo B (via subcutanea, sin adyuvante) y LL
(control sin inmunizar y desafiado) presentaron depresion gene-
ral, pelo hirsuto, disnea y disminucién del peso corporal. En los
restantes grupos los signos clinicos fueron variables, excepto en
el grupo inoculado por via intranasal y sin adyuvante ya que no
se observaron manifestaciones clinicas. La disminucion del peso
corporal sucedié desde las 24 hs pos desafio y comenzd a recu-
perarse el mismo a partir de los dias 3-4, excepto en los grupos B
(via subcutanea sin adyuvante), K (proteina sin purificar) y LL en
los cuales el incremento se notd recién a los 5 dias pos desafio.
En el caso del grupo E, inoculado por via intranasal sin adyuvan-
te, no se observaron signos de enfermedad ni pérdida de peso
(Figura 11).
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El eje de ordenadas expresa el peso promedio (gr)

Figura 11. Peso de ratones BALB/c inmunizados con Bac-gD y desafiados con 10°°
DICC,, de la cepa AR8 de EHV-1 en 25 pl de indculo. Cada punto representa el valor pro-
medio de los pesos obtenidos de los animales correspondientes a cada grupo a los dias

0,1,2,3,4,5, 10, 20 y 30 pos desafio.

Los resultados hallados con el analisis de los sueros con la téc-
nica de ELISA, tanto con el Ag soluble como con la gD purificada,
determinaron que la gD no indujo la formacidn de Ac en ausencia
de adyuvantes. La prueba estadistica empleada determiné dife-
rencias significativas entre grupos (p<0,05) y evidencid similitud
para los valores hallados al dia 10 y al dia 30 dentro de cada uno.
Los Ac se mantuvieron hasta los 90 dias de iniciado el plan de in-
munizacién, momento en que se dio por finalizada la experiencia.
Todos los Ac inducidos neutralizaron la actividad viral, obtenién-
dose valores maximos de 1/16 a los 30 dias pos inmunizacion.
Luego del desafio los Ac se mantuvieron detectables hasta el
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final de la experiencia en la que se hallaron titulos neutralizantes
de 1/8 a los 60 y 90 dias. La isotipificacion de los Ac luego de la
ultima inmunizacion reveld una produccion de IgG1 mayor que la
de IgG2a (Figura 12).
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J: IP sin purificar K: SC sin purificar L: IN sin purificar  LL: Control sin inmunizar y desafiado

Eleje de ordenadas expresa laD0a 405 nm

Figura 12. Ac medidos por ELISA (Densidad 6ptica (DO) a 405 nm) de sueros obtenidos
de ratones BALB/c inmunizados con Bac-gD y desafiados con 105° DICC,, en 25 pl de
indculo de la cepa AR8. Los primeros dos valores corresponden a la DO medida para el
pool de sueros de cada grupo con n=10 (dias 10, 30) y n=2 (dia 60), y los restantes
corresponden al promedio de la DO para n=2 de cada grupo (dias 41, 42, 43, 44 y 90).

La flecha indica el momento del desafio.

El aislamiento viral fue positivo en las muestras de pulmén co-
rrespondientes al grupo control (grupo LL) tomadas a los dias 1,
2, 3y 4 pos desafio. En el resto de los grupos de ratones, los titu-
los virales variaron de acuerdo a la via de inmunizacion utilizada y
a la presencia o no de adyuvantes. En el grupo E (via intranasal,
sin adyuvante) no se recuperd virus de pulmén, ya que luego de
los pasajes ciegos no se observo la aparicion de efecto citopatico
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ni se detectd virus por PCR. A partir de estas observaciones, se
concluyd que sdlo la inmunizacion por via intranasal impidid la
llegada del virus a los pulmones (Figura 13).
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Figura 13. Titulo viral (DICC,/ml) promedio en pulmén obtenido a partir del homogena-
to de dos pulmones por grupo a las 24, 48, 72 y 96 horas (h) pos desafio (pd).

En el estudio histopatoldgico no se observaron focos de infec-
cion o inflamacién en los pulmones del grupo inoculado por via
intranasal y sin adyuvante, solo se encontraron algunas células
en apoptosis y escasos restos celulares en la luz de las vias res-
piratorias. En los restantes grupos se observd infiltrado inflama-
torio leve alrededor de las vias respiratorias y vasos sanguineos;
mientras que en los epitelios de estos animales se detectaron
sincitios, zonas de erosion y cuerpos de inclusidn intranucleares
eosinofilicos. Las células inflamatorias fueron principalmente mo-
nonucleares, aunque se encontraron también escasos neutrofi-
los. En el grupo control (LL) se observaron los mismos cambios,
con mayor presencia de cuerpos de inclusidn intranucleares y
necrosis bronquiolar mas severa (Figura 14).
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Figura 14. Estudio histopatoldgico. A: Histologia de pulmén de animales controles (sin
inmunizar) y desafiados. Se observa desprendimiento del epitelio e intensa reaccion infla-
matoria. B: Pulmén de animales inmunizados por via IN (grupo E) y desafiados. Notese
la ausencia de las lesiones propias del proceso infeccioso. HE. 40X.

En los pulmones de los ratones del grupo inmunizado por
via intranasal, sin adyuvante no se detectaron antigenos vira-
les mediante IHQ. Sin embargo, en los pulmones de los restan-
tes grupos se observd inmunomarcacion positiva en los epitelios
bronquiales y bronquiolares, en algunas células de las paredes
alveolares, asi como en restos celulares localizados en la luz de
las vias respiratorias desde las 24 horas pos desafio. En algunos
pulmones se observaron células sin inmunomarcacién pero con
indicios morfoldgicos de infeccién. Muchas de las células marca-

das en los epitelios formaban sincitios (Figura 15).
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Figura 15. Inmunomarcacion de antigenos virales. A: Se observa marcacion positiva y
descamacion del epitelio bronquial de los animales controles (sin inmunizar) y desafiados
(grupo LL). B: Inmunohistoquimica negativa en pulmones de animales inmunizados por
via IN (grupo E) y desafiados.
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Se concluyd que, en las estrategias de inmunizacién con la gD
expresada en baculovirus, las rutas sistémicas fueron exitosas
para conducir a la produccidon de Ac, pero sélo la inoculacion
intranasal fue capaz de impedir la entrada directa del virus, pro-
bablemente como resultado de la produccidon de IgA secretoria.
La inoculacion sistémica indujo la produccidon de IgG que, por
trasudacion al tejido pulmonar, lo liberd del virus. El estudio de-
mostrd que gD de EHV-1 expresada en baculovirus generdé una
buena respuesta de Ac en el modelo experimental, protegiéndo-
lo, ademas, frente al desafio con una cepa autdctona de EHV-1
(Fuentealba, 2012).

Posteriormente se estudio el efecto de la inmunizacion intrana-
sal con la gD en ratonas prefiadas y descargadas con tres cepas
argentinas de EHV-1 (AR8, AR11 y AR52) en la etapa temprana
del periodo medio de gestacién. Se evaluaron los signos clinicos,
se realizd el aislamiento viral, la deteccion de ADN viral por PCR,
y se analizaron las lesiones en pulmén y Utero, y se localizaron
antigenos virales en pulmon, placentas y Uteros. No se detectd
presencia de efecto citopatico ni lesiones en las ratonas inmuni-
zadas ni en sus crias. Las ratonas no inmunizadas presentaron
signos clinicos de infeccidn, aislamiento viral positivo a partir de
los pulmones y utero y, en los animales inoculados con la cepa
ARS8, se produjeron abortos. Nuestros resultados demuestran la
capacidad de la gD para inducir proteccion contra tres cepas de
EHV-1 y nos permiten sugerir que la respuesta immune secretoria
(IgA) a nivel del tracto respiratorio superior podria ser responsa-
ble de los hallazgos descriptos. Debido a que las ratonas inmuni-
zadas y desafiadas con las tres cepas presentaron pocas lesiones
en sus placentas y Utero, sugerimos que la respuesta en el tracto
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respiratorio superior redujo el acceso del virus y la viremia. Sin
embargo, se debe considerar que el efecto del conceptus es alta-
mente variable y también depende de la cepa. Una discusion que
permanece abierta es si el aborto es producido primariamente
por factores maternos o por la infeccion viral. Toda esta informa-
cion podria conducir a nuevas estrategias de inmunizacion en el
hospedador natural.

Tritrichomonosis bovina: un modelo experimental en
raton BALB/c

Introduccion

La Tritrichomonosis bovina (TB) es una enfermedad de trans-
mision sexual, producida por Tritrichomonas foetus (T. foetus), un
protozoo flagelado no invasor que coloniza la mucosa del tracto
reproductor. La enfermedad se manifiesta en las hembras con re-
peticién de celo e infertilidad temporaria por muerte embrionaria
o fetal, asociada con vaginitis, cervicitis, endometritis, salpingitis,
placentitis y en forma esporadica, pidmetra (Parsonson et al.,
1976; Skirrow & Bon Durand, 1988; Anderson et al., 1996).

El impacto econdmico que tiene la enfermedad sobre la pro-
duccién pecuaria depende de la zona geografica y de las caracte-
risticas de explotacion. Ocasiona grandes pérdidas por la dismi-
nucion de terneros nacidos por afio y por el costo de reposicion
de los animales infectados para los cuales no hay tratamiento
efectivo debido a la resistencia del protozoo hacia los agentes
terapéuticos (Mardones et al., 2008).

La principal herramienta de control es el diagndstico adecua-
do de la enfermedad en los toros, previo al servicio, como asi
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también de las hembras que abortan o repiten celo, a los fines
de evitar la permanencia de los animales infectados en el rodeo
(Mardones et al., 2008).

La inmunopatogenia de la TB, es un proceso complejo, en el
que interactuan factores inherentes al hospedador y al agente.
Para una mayor comprension de esta enfermedad es necesario
conocer con profundidad las caracteristicas generales del proto-
Z00 y su mecanismo de accion patogena.

Caracteristicas generales de Tritrichomonas foetus

La morfologia mas frecuente de T.foetus es la de un flagela-
do, piriforme de 10-25 um de largo y 3-15 m de ancho. Cuando
las condiciones son desfavorables en el huésped o en cultivo
toma la forma redondeada o de pseudoquiste (Granger et al.,
2000; Pereira-Neves et al., 2011). Actualmente este protozoo se
ubica en el Dominio Eukarya, Reino Excavata (Cavalier-Smith,
2002, enmendado por Simpson, 2003), Phylum Parabasalia, Or-
den Trichomonadida, Familia Trichomonadidae Subfamilia Tritri-
chomonadinae (Kleinaa et al., 2004; Adl et al., 2005).

En cuanto a las caracteristicas estructurales presenta una
membrana citoplasmatica que interviene en el mecanismo de ad-
herencia a las células del hospedador. El nlcleo es oval y excéntri-
co (Figura 16). El complejo de Golgi se encuentra en la parte an-
terior del nlcleo. El citostoma es dificil de apreciar aunque, como
en otros protozoos, interviene en la incorporacion de alimentos
y ademas participa en la fijacion al tejido especifico (Monteavaro
et al., 2007).Los flagelos se originan en el blefaroplasto o cuerpo
parabasal, son tres anteriores, y uno posterior o recurrente, este
ultimo se extiende a lo largo de la membrana ondulante, para
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abandonar el soma en una porcién libre (Skirrow &Bon Durand,
1988; Honinberg et al., 1984). Presenta un citoesqueleto formado
por el axostilo constituido por microttbulos orientados longitu-
dinalmente que van de un polo a otro, y una pelta. El axostilo
emerge del cuerpo del protozoo a través de un anillo cromatico.
T. foetus carece de mitocondrias, pero posee hidrogenosomas
que son organelas rodeadas por una doble membrana que con-
tienen enzimas que participan en el metabolismo del piruvato,
capaces de producir ATP e hidrégeno molecular en condiciones
anaerdbicas (Benchimol et al.1996; Benchimol & Engelke, 2003).
Ademas, posee granulos de glucdgeno, sintetizados a partir del
metabolismo de la glucosa, sacarosa, maltosa y otros glucidos.
La membrana ondulante se extiende a lo largo del protozoo, so-
bre el recorrido de la costa. Esta Ultima es una estructura fibrilar,
que se origina en la region anterior, proxima al blefaroplasto y se
proyecta hacia la zona posterior (Honigberg et al.,1984; Benchi-
mol et al., 1993).

24

oA a

Figura 16. T. foetus. Giemsa, 1000X. Referencias: a: axostilo, f: flagelo, fr: flagelo re-

currente, n: nlcleo

T. foetus se nutre por endocitosis. El metabolismo es anae-
robio aerotolerante: produce superdxido dismutasa (SOD) que
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degrada al radical superdxido en perdxido de hidrogeno y oxige-
no (Granger et al., 1997). La reproduccion se realiza por mitosis
longitudinal (Figura 17) con la duplicacion de todas las estruc-
turas en pre-mitosis, las cuales se dirigen en sentido opuesto y
finalmente se separan las dos células hijas (Benchimol & Engelke,
2003).

Figura 17. T. foetus realizando una mitosis longitudinal. Giemsa, 1000X.

Mecanismo de accion patégena

Los principales mecanismos de accién patdgena de T. foetus
son: adherencia, colonizacién y produccion de enzimas extracelu-
lares con efecto citotdxico que provocan el dafio tisular.

Adherencia y colonizacion

El fendmeno de adherencia es complejo y especifico. En él
son fundamentales las adhesinas que promueven el contacto
parasito-célula por disminuir la electronegatividad del protozoo
y permitir la proximidad entre ambas células (Feillesen, 1999).
La adhesina mas abundante es un lipoglucopéptido denominado
lipofosfoglican), que es un componente estructural de la mem-
brana citoplasmatica, especifico de especie y con caracteristicas
antigénicas (Singh et al., 1999).

T. foetus presenta, ademas, en su membrana citoplasmati-
ca hemaglutininas, lectinas glicoproteicas. Su funcién es facilitar

292



la adherencia a receptores especificos, como acido sidlico uni-
do a otros azlcares. Mediante la técnica de lectinahistoquimica
se identificaron en las membranas citoplasmaticas alguno de los
siguientes compuestos: acido N-actetil glucosamina, acido N-ac-
tetil galactosamina, D-galactosa, D- manosa; estos compuestos
indicarian los sitios de afinidad del protozoo para adherirse y co-
lonizar (Bonilha et al., 1995; Babal & Russell, 1999). En un trabajo
de caracterizacién de cepas aisladas de establecimientos de la
Provincia de Buenos Aires se ha encontrado un predominio de
D- glucosa, D-manosa, N-acetilglucosamina y acido sialico, (Dou-
mecq et al., datos no publicados).

En ensayos in vitro de citoadherencia y efecto citopatico de
T.foetus en cultivo de células epiteliales vaginales bovinas, Singh
y colaboradores (1999) observaron que luego de 3 horas del con-
tacto protozoo-célula comienza la adhesion, mientras que el efec-
to citopatico se detectd luego de 9 horas de incubacion.

Produccioén de enzimas extracelulares

Durante el cultivo in vitro de T. foetus yen el mucus cérvico-va-
ginal de vaquillonas infectadas experimentalmente, se han detec-
tado altas concentraciones de proteinasas extracelulares, las que
en su mayoria son utilizadas por el protozoo para la obtencién
de nutrientes. Ademas, estas enzimas estan relacionadas con la
virulencia, principalmente las cistein-proteinasas que degradan
gran variedad de proteinas que intervienen en la defensa del
hospedador, tales como IgM, IgA, IgG, fibronectinas, fibrindgeno,
lactoferrina, albumina, transferrina (Talbot et al., 1991) y glico-
proteinas de la matriz extracelular. Esta accién también podria
afectar al tejido placentario (Burgess et al., 1990).
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La hidrdlisis sobre la fibronectina y fibrinégeno también altera
el mecanismo de eliminacién del protozoo, al impedir la accion de
los neutrofilos y macréfagos. Otra de las enzimas extracelulares
de importancia para el mecanismo de accién de T. foetus es la
glicosidasa que degrada la mucina, principal componente del mu-
cus que actlia como un protector de las mucosas. (Talbot et al.,
1991; Thomford et al.,1996).

La patogenicidad de T. foetus es variable, pudiéndose caracte-
rizar las diferentes cepas a través de: la produccidon de abscesos
subcutaneos en ratones, la produccion de hemolisinas (Burgess
et al., 1990); la adherencia a células epiteliales vaginales bovinas
(BVECs) (Corbeil et al., 1989); el efecto citotdxico en lineas celula-
res (CHO, Hela, BVECs etc.) (Singh et al,.1999) y la persistencia de
la infeccion vaginal en ratonas estrogenizadas (Hook et al., 1995;
Soto et al., 2005), entre otras técnicas.

Patogenia en los machos

En los toros, T. foetus tiene una localizacion superficial en el
area posterior del glande y el prepucio adyacente, y en las criptas
prepuciales, sin invasion del epitelio. La espermatogénesis y la
libido no se alteran. A las dos semanas posteriores a la infeccion,
aparece una leve inflamacién subepitelial del prepucio con una
escasa infiltracién de neutrofilos, macréfagos y linfocitos. En la
dermis del prepucio y pene se encuentran células plasmaticas
productoras de inmunoglobulinas, las cuales por difusion alcan-
zan la cavidad prepucial. En la ldmina propia de la dermis, cuando
la infeccidn es persistente, se observan células mononucleares,
linfocitos, mastocitos, neutrdfilos, eosindfilos y foliculos linfoides
intraepiteliales (Flower et al, 1982). Las vesiculas seminales y
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glandulas accesorias (bulbouretral y prdstata), colaboran en la
produccion de inmunoglobulinas que se eliminan con el fluido
seminal (Parsonson et al., 1974;Campero et al., 1989a).

Si bien existe una respuesta especifica, la persistencia de la
infeccion en los toros podria deberse a la accion superficial del
protozoo con ausencia de invasion al epitelio escamoso estratifi-
cado. Por lo tanto, la estimulacién antigénica no es suficiente y no
alcanza niveles adecuados para una respuesta inmune efectiva.
De este modo los toros se comportan como reservorio y porta-
dores de T. foetus(Bon Durant, 1997).

Patogenia en las hembras

Las hembras bovinas son muy susceptibles a la infeccién que
se produce en el momento del estro (Bon Durant, 1997). En este
periodo los niveles de estrogenos son elevados, y se incrementa
la liberacion de glicocomplejos sobre la mucosa del tracto repro-
ductor y la presencia de mayor nimero de células cornificadas.
Este proceso favorece la adhesion de T. foetus al epitelio vaginal
(Corbeil et al., 1989).

En el inicio de la infeccidn se observa proliferacion de T. foetus
en la vagina, que genera un aumento de secrecidn vaginal que
es fluida y clara. Hacia los 20-30 dias, disminuye el nimero de
protozoos que en este momento se localizan en el lumen de las
glandulas endometriales o entre los placentomas materno-fetales
en caso de existir prefiez. En algunos casos se presenta una leve
vaginitis pero la fertilizacién y el desarrollo temprano del embrién
no estan afectados (Parsonson et al., 1976, Bielanski et al., 2004).
La interrupcién de la gestacion se produce mas frecuentemente
entre el reconocimiento materno (dia 14 a 18) y el 5° mes de
gestacion (Bon Durant et al.,1985; Bon Durant, 1997).
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La mayoria de las hembras eliminan al protozoo espontanea-
mente mediante la respuesta del sistema inmune a los 2 a 4 me-
ses de infeccidn, con un proceso gradual de recuperacién de la
fertilidad uterina (Skirrow & Bon Durant, 1988). Ocasionalmente
se encuentran vacas prefadas infectadas que tienen un parto
normal, pero contindan eliminando T. foetus durante 6 a 9 se-
manas postparto (Anderson et al., 1996). La duracidén de este
periodo de presencia de protozoos es suficiente para la infeccion
de los toros en servicio.

Los primeros cambios histoldgicos uterinos en la hembra bo-
vina se manifiestan, entre los dias 63 a 74 pi, como una endo-
metritis. Si el cuerpo IUteo persiste, se desarrolla pidmetra. Pos-
teriormente se produce una fibrosis periglandular con hiperplasia
del epitelio glandular y atrofia glandular. Las lesiones mas graves
aparecen a los 90 dias, acompanadas de muerte fetal. En la vagi-
na y el cérvix los cambios son minimos. En infecciones persisten-
tes aparecen linfonodos en la submucosa (Parsonson et al., 1976;
Anderson et al., 1996).

El desarrollo del placentoma en los bovinos es un proceso con-
tinuo a partir de los 28 a 45 dias e implica un rapido crecimiento y
expansion del area de contacto entre los tejidos fetales y mater-
nos. Este contacto se encuentra alterado por la accion citotdxica
del protozoo a través de las enzimas extracelulares y explicaria
por qué muchas prefieces se pierden después de este periodo;
en estos casos, se produce la implantacion, se forma el placento-
ma en ausencia de una severa respuesta inflamatoria, pero si la
infeccidn persiste, el dafio tisular es incompatible con la prefiez y
se produce la pérdida del conceptus (Bon Durant, 1997).
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Métodos de deteccion de T. foetus en tejidos

Para el estudio de la patogenia de las enfermedades es im-
portante poner de manifiesto el agente patdgeno colonizando los
organos afectados. Existen diferentes técnicas para este fin, en-
tre las que se pueden mencionar: coloraciones (Giemsa, Gomori),
y técnicas imnunohistoquimicas (IHQ). La IHQ permite detectar
antigenos de microorganismos o de células en un extendido ce-
lular o en un corte de tejido (incluido en parafina o congelado).

Burgess & Knoblock (1989) utilizaron un anticuerpo monoclo-
nal anti-Tritrichomonas en pruebas de inmunofluorescencia. Cam-
pero et al. (1989b) realizaron ensayos en los que se empled la
técnica peroxidasa-antiperoxidasa para visualizar el protozoo en
cortes de tejido fijados en formol e incluidos en parafina. Rhyan
et al. (1995) utilizaron la técnica de IHQ para determinar la pre-
sencia y el poder invasivo de T. foetus en placenta y tejidos feta-
les bovinos (Figura 18). Estos autores demostraron las ventajas
de la IHQ con respecto a las coloraciones de hematoxilina-eosina
(HE) para las observaciones histopatoldgicas, ya que ademas de
identificar al agente en el tejido, permite diferenciar al protozoo
del material necroético.

»

Figura 18. Inmunohistoquimica anti-T. foetus . AEC, 400X.
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Antecedentes de modelos experimentales de tritri-
chomonosis bovina

Teniendo en cuenta los antecedentes de otros investigadores,
desarrollamos un modelo murino para los estudios de patogenia,
con sincronizacion del estro para favorecer la infeccion inicial,
pero con una dosis que no presentara efectos colaterales (Mon-
teavaro et al., 2000). Se estipuld que la dosis adecuada para la
sincronizacién es de 5 ug de 3-benzoato de beta estradiol por via
intramuscular. Esta dosis cumple con los objetivos planteados, a
las 48 horas el 74% de los animales se encuentra en estro y el
19% en proestro. Los animales retoman a un ciclo normal entre
los 5 a 7 dias posteriores al tratamiento y la capacidad repro-
ductiva se mantiene entre los indices normales para esta cepa
(Monteavaro, 2004).

Con respecto a la aparicion de los cambios histopatoldgicos
significativos en Utero, en los bovinos se reconocen entre los 50 a
60 dias pi, mientras que en nuestro modelo experimental hemos
observado a los mismos alrededor de los 25 a 30 dias pi.

En la vagina, la respuesta del hospedador es mas tardia, has-
ta los 30 dias de infeccion no hay lesiones, posiblemente por el
recambio periddico de células a través de procesos naturales de
proliferacion, diferenciacion y descamacion del epitelio estratifi-
cado cornificado. Es importante destacar la presencia de eosiné-
filos en el tejido conectivo de la vagina y el cérvix. La llegada y la
degranulacion de estos leucocitos colaboran con el dano tisular
debido a la accién del contenido de sus granulos (Monteavaro et
al., 2008). Ademas, los eosindfilos pueden fagocitar a los proto-
zoos en el lumen del Utero (Monteavaro et al., 2007).

Posteriormente, realizamos un ensayo en ratonas gestantes
que constituyo el primer trabajo en el que se utilizd el modelo en
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ratones con hembras prefiadas (Barbeito et al., 2008). Pudimos
observar los parametros indicativos de gestacion en los animales
tanto infectados como controles, pero posteriormente en los ani-
males infectados se interrumpid frecuentemente la gestacion. Los
porcentajes de prefiez del lote control fueron del 88%, superiores
a los valores normales citados en la bibliografia para las cepas
endocriadas BALB/c x BALB/c, que se encuentran en un 80%. En
las hembras infectadas, las lesiones fueron similares a las encon-
tradas en los animales no prefiados y la interrupcion de la prefiez
ocurrio principalmente en la etapa temprana, cuando comienza la
estrecha interaccion Utero-embridn (Barbeito et al., 2008).

Experimentos realizados durante la ejecucion de
este proyecto

En el proyecto se incluye la tesis doctoral de Mariana Woud-
wyk durante la cual se realizd la inoculacion intravaginal con T.
foetus de ratonas BALB/c que fueron apareadas con machos sa-
nos. Se utilizaron técnicas histoldgicas para estudiar los cambios
endometriales en las ratonas infectadas y para analizar el nime-
ro y distribucion de las células natural killery de los mastocitos.
Mediante lectinahistoquimica e inmunohistoquimica se analizaron
los carbohidratos y la muerte y proliferacion del epitelio uterino,
respectivamente. Utilizando real time RT-PCR se estudid la expre-
sidn de citoquinas, hemooxigenasa 1 (HO-1) e indolamina deoxi-
genasa (IDO), y a las células T reguladoras (Treg) y T helperl7
(Th17), en el Utero.

Las hembras BALB/c prefiadas, infectadas con T. foetus y sa-
crificadas tanto en la fase temprana, 5 a 8 dias poscoito (dpc),
como en la fase media, 9 a 11 dpc, de su gestacion, sufrieron una
alta incidencia de pérdida embrionaria. Las reabsorciones o sitios
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de muerte embrionaria fueron identificadas macroscépicamente
por su pequefio tamafio y su aspecto hemorragico o necrético,
en comparacion con las implantaciones normales de las hembras
del grupo control.

El 72% de las hembras del grupo control (26 animales) esta-
ban prefiadas en el momento del sacrificio y las vesiculas em-
brionarias eran normales. En el 28% restante (10 animales) no se
observaron vesiculas embrionarias a pesar de haber presentado
tapdn mucoso luego del apareamiento. En el grupo infectado,
solo el 27,5% de las hembras estuvieron prefiadas al momento
del sacrificio (n=11). Sin embargo, algunas de ellas presentaron
cambios patoldgicos en la placenta y decidua. El 72,5% de las
hembras infectadas sufrid la pérdida del conceptus (n=29). Las
diferencias en el porcentaje de hembras prefiadas entre ambos
grupos, control e infectado, fueron muy significativas (p<0,001)
(Fig. 19). Esto indica que la pérdida embrionaria en el grupo in-
fectado estuvo relacionada con la presencia de T. foetus.

Bl vacios
Bl rreiadas Infeccién y pérdida embrionaria
40
35
30
25
20

15-
10-

Controles Infectadas

Figura 19. Porcentaje de hembras prefiadas en los grupos control e infectado. Los datos
se analizaron estadisticamente mediante el test de Chi cuadrado. P<0,001.
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La mayoria de los animales del grupo infectado en los que
persistio la infeccién con el protozoo hasta el momento del sa-
crificio, presentaron muerte embrionaria. Sin embargo, algunas
hembras con infeccion persistente estaban prefiadas en el mo-
mento del sacrificio, pero si bien presentaban algunas vesiculas
embrionarias de aspecto normal, la mayoria era de muy pequefio
tamanio y aspecto hemorragico o edematoso. Ademas, el nUmero
de vesiculas fue menor que el nimero esperado para la especie.
Trece hembras del grupo infectado fueron negativas cuando se
tomaron muestras de la luz de los cuernos uterinos para corrobo-
rar la persistencia de la infeccion. Dentro de estas hembras que
se negativizaron para el protozoo, seis presentaron una gestacion
normal al momento de la necropsia y siete estaban vacias. En
tres de las hembras vacias negativas los cuernos uterinos eran
rosados, de aspecto normal, pero en las cuatro restantes presen-
taban signos de congestion o edema.

Figura 20.Cortes transversales de cuernos uterinos de ratonas infectadas con T. foetus,
vacias. a) Dia 9 post coito. T. foetus en la luz glandular (asterisco). Células apoptdticas en
el epitelio glandular (puntas de flecha). HE. 400X. b) Dia 8 post coito. Apoptosis (punta
de flecha) y metaplasia (flecha) en el epitelio uterino. HE. 400X.

En los cortes histoldgicos provenientes de los cuernos uterinos
de las ratonas infectadas que sufrieron muerte embrionaria se
observaron cambios en el epitelio (apoptosis, vacuolizacion, me-
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taplasia) y en las glandulas endometriales (dilatacion, exudado,
solucién de continuidad en el epitelio glandular) y un importante
infiltrado inflamatorio en la ldmina propia (neutrofilos, eosindfilos,
macrdéfagos, linfocitos y células plasmaticas) (Figura 20).

Algunas hembras infectadas se negativizaron y no sufrieron
pérdidas del conceptus. Con la coloracion azul de Toluidina se
evidenciaron los mastocitos distribuidos en el triangulo meso-
metrial y en el mesometrio. En los animales sacrificados entre
los 5-7 dias dpc no se registraron diferencias significativas en el
promedio de mastocitos por campo entre los grupos control e
infectado. Sin embargo, en las ratonas sacrificadas entre los 8-11
dpc, el nUmero de mastocitos disminuyo significativamente en las
hembras infectadas con respecto a las hembras vacias controles
(p<0,05). Esta disminucién se observd tanto en las ratonas infec-
tadas que perdieron su gestacion a causa de la infeccién como
en las infectadas que presentaron vesiculas embrionarias en el
momento del sacrificio. En las hembras prefiadas, los promedios
fueron semejantes entre los grupos control e infectado.

El aumento en el nimero de mastocitos en los sitios de im-
plantacion se encuentra asociado, en algunos casos, a pérdidas
embrionarias. Zenclussen et al.(2003b) observaron una elevada
cantidad de mastocitos en los sitios de reabsorcion embrionaria
en un modelo murino de aborto espontaneo con respecto a los
sitios de implantacién de las hembras controles. Sin embargo, en
las hembras infectadas con T. foetus sacrificadas entre los 8 a 11
dpc, dichas células disminuyeron. El hecho de haber constatado
un menor nimero de mastocitos en las ratonas infectadas podria
deberse a la falta de coloracién de los granulos metacromaticos
como consecuencia de su degranulacion. Corbeil et al.(2005) de-
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mostraron en hembras bovinas infectadas con T. foetus que la
respuesta inmune mediada por IgE estuvo asociada a la degra-
nulacion de los mastocitos vy a la liberacién de la infeccion. Por lo
tanto, la disminucion en el niUmero de mastocitos observada en
este trabajo, pudo deberse a la intervencion de estas células en
la respuesta inmune hacia T. foetus.

Mediante lectinahistoquimica, se detectaron cambios en el pa-
trén de carbohidratos del epitelio luminal y glandular del utero.
Las lectinas PNA y SBA con afinidad por la N-acetilgalactosamina
y la B-D-galactosa, evidenciaron los cambios mas importantes en
todas las edades gestacionales estudiadas cuando se compara-
ron con los tejidos de las ratonas controles (Fig. 21). La afinidad
por la lectina ConA fue mayor a los 6 dpc en el epitelio luminal
del Utero en el grupo infectado. En el caso de WGA, RCA-1, UEA-
1y DBA, los resultados fueron mas heterogéneos.

Figura 21.Lectinahistoquimica en el Utero de ratonas BALB/c. La marcacién con la lec-
tina biotinilada SBA fue mas intensa en los epitelios luminal y glandular de las ratonas
infectadas con respecto a las controles. a) Dia 10 post coito. Grupo control. b) Dia 10 post
coito. Grupo infectado con T. foetus. 400X.

Se sabe que T. foetus produce diversas enzimas que modifi-
can carbohidratos, las cuales podrian ser las responsables de los
cambios observados en el patron de union a lectinas en el tracto
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genital de vaquillonas infectadas (Cobo et al., 2004), en ratonas
no prenadas infectadas (Monteavaro et al., 2008) y en ratonas
prefiadas infectadas con T. foetus (Cobo et al., 2011; Woudwyk
et al., 2013). Los cambios mas evidentes estan relacionados con
aquellas lectinas que presentan afinidad por la B-D-galactosa y
N-acetilgalactosamina. En las ratonas prefiadas infectadas con
T. foetus, existe una mayor exposicién de los residuos galacto-
silados en los epitelios glandular y luminal del endometrio y en
consecuencia, una mayor afinidad por las lectinas SBA y PNA. La
modificacion de los carbohidratos superficiales en los drganos
de los animales infectados podria estar causada por la accién
de las diversas enzimas producidas y secretadas por T. foetus,
para facilitar su adhesion al epitelio de los drganos genitales v,
secundariamente, generar alteraciones en la implantaciéon y en la
placentacion llevando a la pérdida embrionaria temprana.

La lectina DBA es un marcador Util para las células uNK. Esta
lectina nos permitié detectar e identificar a las células uNK en la
decidua basalis y el triangulo mesometrial en las ratonas prefa-
das. Estas células también fueron marcadas con la lectina SBA.
En las ratonas infectadas que perdieron el conceptus. Las células
uNK eran pequenas, con escasos granulos citoplasmaticos y pre-
sentaban cambios degenerativos (Woudwyk et al., 2013).

Con inmunohistoquimica se investigd la expresion de caspa-
sa-3 activa y del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
en las células del epitelio uterino para evaluar, respectivamente,
la muerte celular por apoptosis y la proliferacion celular en el
Utero de ratonas prenadas infectadas con T. foetus. Se realizd
el recuento de células marcadas en el epitelio luminal del Utero
y en las glandulas endometriales. Para el andlisis estadistico de
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los datos obtenidos a partir del recuento celular se trabajé con
dos subgrupos. El primero incluyé a las hembras sacrificadas en-
tre los 5y 7 dpc, fechas en las que ocurre la reaccion decidual
una vez producida la implantacion del blastocisto. EI segundo
subgrupo estuvo constituido por las hembras sacrificadas entre
los 8 y 11 dpc, periodo que coincide con el proceso de placenta-
cién. En ambos subgrupos, se observd una mayor incidencia de
muerte celular en los epitelios luminal y glandular de las hem-
bras infectadas que habian perdido el conceptus, respecto de
las hembras controles. Con respecto a la proliferacion celular,
se observd mayor marcacion con el anticuerpo anti-PCNA en el
epitelio luminal de las hembras infectadas sacrificadas entre los
dias 5 y 7 poscoito (Figura 22). Sin embargo, en el epitelio de
las glandulas endometriales el indice de proliferacion no mostro
diferencias significativas entre los diferentes grupos. En el sub-
grupo de hembras sacrificadas entre los dias 8 y 11 poscoito, se
observd mayor proliferacion celular en aquellas infectadas que
mantuvieron su gestacion. En las hembras prefiadas, tanto del
grupo control como del grupo infectado, las células deciduales
presentaron una intensa inmunomarcacion para PCNA (Woudwyk
et al., datos no publicados).

+M " |' {
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Figura 22. Inmunohistoquimica en el Gtero de ratonas BALB/c.a) Inmunomarcacion para
caspasa-3 activa. Dia 9 post coito. Grupo infectado. b) Inmunomarcacién para PCNA. Dia

8 post coito. Grupo infectado con T. foetus. 400X.
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T. foetus produce enzimas con efecto citotoxico en cultivos de
células epiteliales bovinas (Singh et al., 2004). El incremento de
la apoptosis en el epitelio uterino de las ratonas infectadas posi-
blemente se deba al mencionado efecto y podria ser uno de los
mecanismos responsables de las fallas de la implantacion y pér-
didas embrionarias tempranas que ocurren durante la infeccion.
La mayor proliferacién celular observada en el epitelio luminal de
las hembras infectadas, podria ser una respuesta inicial del hos-
pedador a los efectos citotdxicos y a la irritacion generada por el
protozoo, es decir, seria un mecanismo compensatorio mas que
un mecanismo involucrado directamente en la patogenia de la
muerte embrionaria.

Para estudiar los mecanismos de la respuesta inmune local
uterina que podrian ser los responsables de la pérdida temprana
de la prefiez que ocurre en la tritrichomonosis se analizd, median-
te real time RT-PCR, la expresion del ARNm de ciertas citoquinas
y enzimas relacionadas con el mantenimiento de la prefiez. Tam-
bién se analizd la expresion de Foxp3 y RORyt, marcadores de
células T reguladoras y T helper 17, respectivamente. El ARNm de
TNF-q, IL-10 e IL-4 aumentd en el grupo infectado. La expresion
de Foxp3 y RORyt fue mayor en el Gtero de las ratonas infecta-
das. Los niveles de ARNm de HO-1 disminuyeron en las ratonas
que sufrieron pérdida embrionaria, mientras que el ARNm de IDO
se encontro sobre-expresado (Woudwyk et al., 2012).

Entre los mecanismos involucrados en la patogenia de la
muerte embrionaria que se produce por la infeccién con T. foetus
podria incluirse una respuesta inmune materna exacerbada hacia
el protozoo afectando el normal desarrollo embrionario.

Durante la infeccién temprana con T. foetus, ocurre la activa-
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cion del sistema inmune. En consecuencia, se observé un infiltra-
do de diversas poblaciones de células inflamatorias en el Utero de
los animales infectados, asi como elevados niveles de expresion
de citoquinas pro-inflamatorias. Luego de la activacion, los ma-
crofagos producen y secretan varias citoquinas pro-inflamatorias,
entre ellas TNF-a (Svanborg et al., 1999). En el modelo experi-
mental utilizado se observaron abundantes macréfagos en el Ute-
ro de las ratonas infectadas que podrian ser los responsables de la
produccidn de los elevados niveles de TNF-a que se encontraron
en estos animales. Los elevados niveles de IL-4 encontrados en
el Utero de las ratonas infectadas podria estar relacionada con la
presencia de eosindfilos, dado que estos leucocitos son una fuen-
te importante de dicha citoquina (Dombrowicz & Capron, 2001).

T. foetus es un parasito extracelular que se adhiere a las cé-
lulas epiteliales del tracto genital. Las células Th2 son esenciales
en la eliminacién de organismos patdgenos extracelulares. Por
ello, a medida que la infeccion con T. foetus progresa en el tracto
genital, es esperable observar una respuesta inmune de tipo Th2.

También se observd una exacerbada respuesta Thl caracte-
rizada por elevados niveles de ARNm de TNF-a en las ratonas
infectadas. Se sabe que la respuesta Th1 estimula a los macréfa-
gos y la produccion de anticuerpos opsonizantes (Janeway et al.,
2003). La respuesta Thl aumentada permitiria estimular la opso-
nizacién y fagocitosis del protozoo. El aumento de la respuesta
Thl, a pesar de ser protectora por colaborar con la eliminacion
del parasito, podria ser adversa para el feto, especialmente en la
etapa media de la prefiez.

Las células Treg son esenciales para el mantenimiento de una
activa tolerancia inmune para el feto alogénico durante la gesta-
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cion (Aluvihare et al., 2004). En ratonas prefiadas y no prefiadas,
Ge et al. (2008) demostraron que la infeccién con el protozoo in-
tracelular T. gondii indujo disminucién en la expresion del ARNm
de foxp3 y reduccién en el nimero relativo y absoluto de células
Treg foxp3* tanto en el bazo como en la placenta. La disminucién
de las células Treg podria ser uno de los mecanismos involucra-
dos en la patogenia del aborto causado por T. gondii en ratonas.
En este trabajo, se analizo la expresion del ARNm de foxp3 para
evaluar la presencia de las células Treg en el Utero de las ratonas
infectadas con T. foetus y en las ratonas controles. Se esperaba
encontrar una menor expresion de foxp3 en los cuernos uterinos
de las ratonas infectadas, como en el modelo de aborto por toxo-
plasmosis. Sin embargo, la expresion de foxp3 fue significativa-
mente mayor en el Utero de las ratonas infectadas lo que sugiere
una infeccién persistente.

El nimero de células Th17 en el Utero durante la gestacion
se encuentra disminuido (Ostojic et al., 2003) y, en humanos, su
presencia esta asociada con complicaciones del embarazo, como
abortos y pre-eclampsia (Santner-Nanan et al.,, 2009; Wang et
al., 2010). En nuestro trabajo, se encontraron niveles elevados
de ARNm de RORYyt en el Gtero de ratonas que habian perdido su
gestacion debido a la infeccion con T. foetus, comparados con los
del grupo control. Esto sugiere que el incremento de células que
expresan RORyt podria estar implicado en la respuesta inmune
hacia el protozoo y una respuesta Thl7 exacerbada podria ser
parcialmente responsable de la muerte embrionaria que ocurre
en esta enfermedad.

La enzima HO-1 es citoprotectora con un rol critico durante los
procesos inflamatorios, su expresién es un mecanismo protector
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de la gestacion que ha sido bien estudiado (Zenclussen et al.,
2006b). Tachibana et al. (2008) demostraron que la expresion de
HO-1 disminuy6 en la placenta de ratonas infectadas con Bruce-
lla abortus. Ademas, el tratamiento con Co-PP, un estimulante de
la expresién de HO-1, previno el aborto inducido por la infeccion
bacteriana. Estos autores también describieron un aumento tran-
sitorio de IFN-y, una citoquina Thi. Las citoquinas Thl podrian
tener un papel importante en la disminucién de la expresion de
HO-1 en las células del trofoblasto infectadas con B. abortus y
han sido propuestas como importantes actores en la patogenia
del aborto que se produce durante la brucelosis. En este trabajo,
mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real, se observd dismi-
nucion de ARNm de HO-1 en el Utero de las ratonas infectadas
que sufrieron muerte embrionaria. La disminucion en la expresion
de HO-1 en la interfase materno-fetal es potencialmente peligro-
sa debido a que la acumulacion del grupo hemo libre favorece la
expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y
permite la migracion de células de la inflamacién (Vachharajani et
al., 2000). Adicionalmente, se observo aumento en los niveles de
expresion de ARNm para citoquinas Thil en el grupo de ratonas
infectadas con T. foetus. Estos resultados concuerdan con aque-
llos comunicados por Tachibana et al. (2008) en ratones infecta-
dos con B. abortus. Asi como en el modelo murino de brucelosis,
la disminucién de HO-1 mediada por la respuesta Th1l podria ser
un importante mecanismo en la patogenia de la muerte embrio-
naria debida a la infeccién con T. foetus.

Finalmente, se analizaron los niveles de ARNm de IDO. IDO
es una enzima cuya funcién ha sido considerada de importan-
cia para el mantenimiento de una gestacién saludable (Mellor &

309



Munn, 2001). La induccién de IDO ejerce ademas efectos anti-
microbianos, posiblemente por la deplecidon del triptéfano que
produce (Taylor & Feng, 1991). En este trabajo, el ARNm de IDO
aumento en el Utero de ratonas infectadas que perdieron su pre-
nez y que fueron sacrificadas en la fase temprana de la misma.
Debido a su efecto antimicrobiano, es posible que los niveles
elevados de IDO durante la infeccidon con T. foetus en ratonas
prefiadas tengan algun rol antiprotozoo.

Si consideramos que la principal manifestacién clinica de la
TB es la infertilidad por pérdida del conceptus, resulta de interés
profundizar los estudios sobre la patogenia de la muerte embrio-
naria temprana en el modelo murino de la enfermedad. Hemos
logrado la prefiez de ratonas BALB/c infectadas con T. foetus, en
las cuales se producen cambios y lesiones que mimetizan aque-
llas ocurridas en el bovino infectado. T. foetus se adhiere a las
células epiteliales y causa endometritis y muerte embrionaria en
el modelo experimental de ratonas BALB/c.

Conclusiones generadas en el modelo murino de tri-
trichomonosis bovina:
 El modelo murino de tritrichomonosis bovina permiti6 estu-
diar algunos aspectos de la patogenia de la muerte embriona-
ria ocasionada por T. foetus.
¢ Dentro del grupo de ratonas infectadas, algunas hembras se
negativizaron para T. foetus. Es factible que se haya producido
una importante respuesta inmune local uterina hacia el proto-
zoo que permitié la liberacion de la infeccion y la continuidad
de la prefiez. Dado que tanto la infeccidn con T. foetus como
la prefiez ocurren simultaneamente, la continuidad o interrup-
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cion de la misma probablemente dependa del equilibrio entre
el protozoo y el microambiente uterino, en el que intervienen
diversos factores como la respuesta inmune del hospedador.
e La infeccidn con T. foetus en ratonas BALB/c prefiadas gene-
ra cambios en los carbohidratos del epitelio uterino que podrian
ser determinantes en la patogenia de la enfermedad y muerte
embrionaria concomitante que ocurre durante la infeccion.

¢ Las modificaciones en el recambio celular de la mucosa ute-
rina, probablemente inducidas por T. foetus, podrian intervenir
en la patogenia de la muerte embrionaria temprana.

e La muerte y degranulacion prematura de las uNK podria
contribuir al malfuncionamiento placentario y, en consecuen-
cia, a la pérdida del conceptus.

e Se destacd ademas, el importante rol de los mastocitos,
neutrofilos, eosindfilos y macréfagos como colaborador en la
respuesta inmune local uterina hacia T. foetus.

* Los mecanismos inmunes que determinan el éxito de la
gestacion en mamiferos son complejos y diversos factores
pueden participar en la patogenia del aborto infeccioso. En
el presente modelo murino, la respuesta efectora Th1 y Th17
tendiente a controlar la infeccion causada por T. foetus, podria
participar en la patogenia de la muerte embrionaria durante la
infeccion. Esta respuesta parece alterar los mecanismos que
protegen a la prefiez, como la expresion de HO-1, poniendo
en riesgo, en consecuencia, la supervivencia de los embrio-
nes. El aumento de las células Treg en este contexto, podria
facilitar la muerte embrionaria, al promover la persistencia de

la infeccion debido a sus efectos inmunosupresores.
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CONSIDERACIONES FINALES

Los mecanismos hormonales e inmunoldgicos que intervie-
nen en la reproduccién y la prefiez, asi como las caracteristicas
morfofuncionales de la placenta, presentan variaciones muy im-
portantes entre los distintos grupos de mamiferos. Sin embargo,
muchas enfermedades de las especies de produccidon pueden re-
producirse experimentalmente en los animales de laboratorio. En
el desarrollo del presente proyecto hemos alcanzado resultados
relacionados con los mecanismos que intervienen en la infeccion
y la respuesta frente al EHV-1 y T foetus que permitiran realizar
estudios dirigidos mas especificos utilizando los hospedadores
naturales. Ademas hemos generado conocimientos que pueden
utilizarse en otros modelos de enfermedades reproductivas del
ser humano y los animales.
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