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INTRODUCCION

La circovirosis porcina (CP) fue descrita por primera vez en los afios 90. El circovirus porcino tipo 2 (PCV2)
se relaciond rapidamente con la CP y es, hasta el presente, el virus mas pequefio conocido que infecta a mamiferos
(Allan et al., 1998; Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998). Desde entonces se han llevado a cabo numerosos
estudios en los que se explica el desarrollo de la CP y otras enfermedades relacionadas con el PCV2. Sin embargo,
solo pocos de ellos refieren hallazgos ultraestructurales. Estos estudios han mostrado inclusiones virales en células
como macrdéfagos, células epiteliales y hepatocitos, los cuales contienen virus icosaédricos de un tamafio prome-
dio de 17 nm de didmetro (Ellis et al., 1998; Kiupel et al., 1998). También se han descrito particulas virales en
restos apoptoticos de macréfagos infectados experimentalmente (Kiupel et al., 2001). En todos los casos previa-
mente citados, las descripciones ultraestructurales han formado parte complementaria de otras investigaciones.

La CP se caracteriza clinicamente por un importante retraso del crecimiento, pérdida de peso, dificultad para
respirar, fiebre y diarrea, entre otros signos. También puede acompafiarse de muerte en las etapas de transicion o
engorde (Segalés et al., 2005). Los hallazgos histopatoldgicos que definen la CP son la deplecion linfocitaria y la
infiltracién histiocitica o la presencia de células gigantes multinucleadas en los tejidos linfoides; en algunos casos,
se acompafian de inclusiones virales intranucleares e intracitoplasmaticas en los macréfagos (Segalés et al., 2005).

Las particulas virales de PCV2 se han estudiado ultraestructuralmente (imagen 1), describiéndose como un
virus sin envoltura, con 12-23 nm de diametro (Allan et al., 1998; Crowther et al., 2003; Rodriguez-Carifio y Se-
galés, 2009).

Uno de los enfoques clasicos que se describe para dilucidar cualquier ciclo de replicacion y morfogénesis vi-
ral en diferentes tipos celulares incluye estudios de microscopia electrénica. Sin embargo, al inicio de los trabajos
realizados por el grupo de investigacion del CReSA, que se describen en el presente articulo, se disponia de poco
conocimiento sobre la localizacion subcelular del PCV2 en células infectadas in vitro y, aun mas, en los tejidos
provenientes de cerdos naturalmente afectados y diagnosticados de CP. La interaccion del virus con los diferentes
elementos celulares en sus diferentes fases de replicacion proporciona importantes conocimientos que podrian ser
de gran utilidad de cara al control de la infeccion.

Desde la aparicion de la CP, diferentes investigaciones han explicado parcialmente la morfogénesis del PCV2
y su relacion con las células, en particular los realizados por el grupo de investigacion de la Universidad de Ghent
(Bélgica), quienes proponen, a través de otras metodologias, la internalizacion del virus a través de vesiculas en-
dociticas una vez que el mismo se ha adherido a la superficie celular. Se sostiene que esta primera fase celular
puede tardar de 0 a 6 horas y en ella, probablemente, participan organelas como los lisosomas. Se observaron
inclusiones intracitoplasméticas contentivas de particulas virales.

MODELO DE MORFOGENESIS VIRAL PARA EL PCV2

En la figura se representa el esquema propuesto para la morfogénesis de la infeccion por PCV2. En la primera
fase citoplasmatica (0 a 12 horas post infeccion, hpi), una vez que el virus entra por endocitosis, se forman inclu-
siones intracitoplasmaticas (ICI1). En este periodo, las particulas virales pueden adherirse a la mitocondria y en-
trar en ella para luego alcanzar el nicleo. En esta fase nuclear, se observaron diferentes inclusiones intranucleares
(INI). En torno a las 24 hpi, las INIs se localizan cercanas a la membrana nuclear, ensambladndose y encapsidan-
dose nuevos viriones, con participacion de elementos nucleares no determinados, membrana nuclear y proteinas
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procedentes del citoplasma. Una vez que estos nuevos viriones “inmaduros” egresan del nucleo, ocurre una se-

gunda fase citoplasmatica en asociacion con organulos como el aparato de Golgi (AG) y el reticulo endoplasmico

rugoso (RER). En este punto se forman nuevas inclusiones intracitoplasmaticas (1CI2), que pueden tomar diferen-

tes rutas para favorecer la salida de los nuevos viriones de la célula y concluir la replicacion viral:

a): transformacién en formaciones mas simples de ICI3’, donde los viriones maduros se acercan como “paquetes”
a la membrana celular y salen como una unidad por gemacion.

b): Alternativamente, los ICI12 pueden desagregarse, librar los viriones maduros que pueden salir por exocitosis.

¢): Se conforman ICIs grandes y complejos, (ICI3°’), aunado a importantes alteraciones subcelulares, que conclu-
ye en la lisis celular y la liberacion de viriones maduros e inmaduros.

Morfogénesis viral para el PCV2 (Fuente: Rodriguez-Carifio et al., in press)

DESCRIPCION DE LOS CAMBIOS SUBCELULARES IN VITRO

A través de estudios ultraestructurales de infecciones experimentales in vitro llevados a cabo por el grupo de
investigacion del CReSA (Rodriguez-Carifio et al., in press), se ha propuesto la participacion de la mitocondria en
las primeras fases citoplasmaticas de replicacion viral en la célula. Estas investigaciones han demostrado la pre-
sencia de particulas virales que conforman conglomerados o factorias virales (\VF) en estas organelas, lo cual no
habia sido previamente descrito con ningun otro virus conocido (Novoa et al., 2005). Ademas, las mitocondrias
muestran importantes alteraciones morfoldgicas cuya disfuncion se ha relacionado con procesos inflamatorios.

Aungue no es un hecho frecuente, la patogénesis de algunos virus ADN y ARN, como el de la hepatitis B y el
virus de la inmunodeficiencia adquirida, ha mostrado interaccion entre virus y mitocondria. Hasta la fecha no ha
sido dilucidada cual es la participacion activa de la mitocondria en la replicacién del PCV2 ni de otros organulos
en el proceso de replicacion viral, lo que si ha sido demostrado en otras infecciones virales (Gémez-Villamandos
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et al., 1997; Mettenleiter, 2002; Mhamdi et al., 2007; Salanueva et al., 2003). Es importante puntualizar que la
mitocondria posee elementos moleculares y estructurales que pudieran facilitar la replicacion viral.

El estudio in vitro ha permitido mostrar que hay cambios conformacionales de las particulas virales en su fase
nuclear, la cual se ha sefialado como una fase importante de la replicacién viral, lo que se corresponde con lo refe-
rido en investigaciones previas (Finsterbusch y Mankertz, 2009). De igual forma, se describié una segunda fase
citoplasmética en la que parecia que participan activamente otras organulos en el ensamblaje, encapsidacion y
transporte viral (Novoa et al., 2005; Risco et al., 2002; Rodriguez-Carifio et al., in press). Es importante acotar que
durante esta infeccidn experimental se observé en mayor grado el nimero de células muertas/apoptoticas a medi-
da que pasaban las horas postinfeccion.

HALLAZGOS MORFOLOGICOS EN CELULAS DE LINFONODOS

Se han evaluado ultraestructuralmente linfonodos inguinales y mediastinicos procedentes de animales clini-
camente afectados con CP y que cumplian con los criterios diagndsticos de la enfermedad (Segalés et al., 2005).
Al igual que en otras investigaciones realizadas por el grupo de investigacion del CReSA (Pérez-Martin et al.,
2007), en este tejido se demostrd la presencia de VF del PCV2 en un ndmero importante de células histiociti-
cas/macrofagos (figura 2) (Rodriguez-Carifio y Segalés, 2009; Rodriguez-Carifio et al., 2010).

Similarmente a lo descrito en la primera fase de replicacion de la infecciones experimental in vitro, En histio-
citos/macrofagos, linfocitos, células dendriticas y endoteliales se refirieron importantes alteraciones morfolégicas
subcelulares, particularmente en los macréfagos. Sin embargo, s6lo estas Ultimas células mostraron particulas
virales de PCV2 y se demostré la colocalizacion del virus en la mitocondria a través de técnicas especificas de
microscopia electronica de transmision y confocalidad (figura 3) (Rodriguez-Carifio et al., 2010). Esto reforzé la
teoria expuesta en relacion a la participacion de las mitocondrias, de acuerdo a los resultados obtenidos en los
estudios in vitro previamente citados (Rodriguez-Carifio et al., in press).

Pocos histiocitos mostraron inclusiones intranucleares, mientras que en algunos de ellos se observaron gran-
des inclusiones de paquetes virales (VF) que ocupaban amplias areas citoplasmaticas (ICI). Estas grandes inclu-
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siones podrian corresponder a los cuerpos de inclusién descritos histopatologicamente en los macrofagos que in-
filtran tejidos linfoides de animales afectados con CP (Rosell et al., 1999; Segalés et al., 2004). De igual manera,
se observaron particulas virales entre restos apoptdticos de células histiociticas/macrofagos. Se podria especular,
como ocurre en otras infecciones virales, que estas grandes estructuras virales intracitoplasmaticas podrian repre-
sentar un paso previo a la lisis celular en la infeccién por PCV2, induciendo a su vez a la autofagia, lo que facilita-
ria la liberacion de la progenie viral y el ciclo infeccioso (Jiang et al., 2008). Este proceso podria ser una forma
alternativa de liberar el PCV2 en el espacio extracelular.

Los resultados observados en tejidos procedentes de animales afectados con CP indican de manera inequivo-
ca que el PCV2 es capaz de replicarse en los macréfagos, aunque este tema ha sido histéricamente controvertido.

CONCLUSIONES

Finalmente, considerando lo observado en los estudios in vitro e in vivo, se ha propuesto un modelo de mor-
fogénesis viral para el PCV2, donde el virus en su fase final de replicacion es liberado de la célula por dos vias
diferentes: por gemacion de grupos virales, observado en el estudio in vitro, o por lisis de células apoptoti-
cas/muertas.

Los estudios realizados a través de las técnicas de microscopia electronica han permitido obtener una impor-
tante informacion sobre los cambios morfoldgicos en cultivos celulares a diferentes tiempos postinfeccion con
PCV2, asi como en los linfonodos procedentes de animales diagnosticados con CP. Aunque los hallazgos ultraes-
tructurales reportados en los estudios in vitro e in vivo realizados por el grupo de investigacion del CReSA han
contribuido a mejorar la comprension de la patogénesis de PCV2, son necesarios mas estudios para la evaluacion
cronoldgica de los cambios subcelulares que ocurren en condiciones naturales de infeccidn, lo cual conduce al
establecimiento de la enfermedad.
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