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RESUMEN

La Peste Porcina Clésica (PPC) es la enfermedad virdsica de los cerdos mds importante por ser muy contagiosa
y causar altas tasas de morbilidad y mortalidad. El virus causal puede inducir mutaciones cromosdémicas en los
animales enfermos, como asi también en los inmunizados con vacunas a virus vivo atenuado. Estas fueron
durante mucho tiempo un medio eficaz para el control de la enfermedad; sin embargo, en 1990 la Unién
Europea prohibié la vacunacién debido a la imposibilidad de distinguir serolégicamente a los cerdos enfermos
de los vacunados. En los paises que atin controlan la PPC mediante la inmunizacidn, es relevante el estudio del
potencial mutagénico de estas vacunas. Dado que en Argentina no existfan antecedentes en dicha temdtica,
iniciamos en 1997 una linea de investigacién en tal sentido. Se realizaron 5 tipos de ensayos: I) Empleando
cerdos experimentales del Servicio Nacional de Sanidad Animal, pertenecientes a las pruebas oficiales de inocuidad
y potencia de vacunas. IT) Utilizando cerdos criados a campo en las condiciones en que los productores de cerdos
inmunizan habitualmente a sus animales. III) Ensayos in vitro con sangre de lechones no vacunados. IV)
Ensayos in vitro para medir dafio directo sobre el ADN. V) Efecto de la vacuna sobre la fertilidad de cerdas
prefiadas. Todos los ensayos efectuados permitieron determinar que el virus vacunal de la PPC conserva su
potencial genotdxico cuando se encuentra atenuado, efecto que se manifiesta tanto a nivel citogenético como
citomolecular y que es fuertemente dependiente de la dosis del inmundgeno utilizado.

PALABRAS CLAVES: Peste Porcina Cldsica, vacunas, capacidad mutagénica, efecto clastogénico.

ABSTRACT

Classic Swine Fever (CSF) is the most serious viral pig disease as it is highly contagious and produces high
rates of mortality and morbidity. The causal virus can induce chromosomal mutations in diseased animals as
well as in those inoculated with attenuated live virus vaccines. This kind of vaccine was used for quite an
extended period of time until 1990, when its use was forbidden in the European Union due to the impossi-
bility of discriminating serologically diseased animals from immunized ones. Nevertheless, in those countries
where vaccination is still in general use to control CSE it is pertinent to study the mutagenic outcome of that
type of vaccine. This is the case for Argentina where there is a lack of previous information about its effects.
Therefore, in 1997 we began to study the matter. We performed five different trials: I) With experimental
pigs of the National Service of Animal Health, which were subjected to the official tests of innocuousness
and potency. II) Using swine of farms routinely immunized. III) In vitro blood analysis of non-vaccinated
piglets. IV) In vitro tests to measure direct damage on DNA. V) Effect of the vaccine on the fertility of
pregnant sows. Results of these trials indicate that the attenuated live virus vaccine against CSF keeps its
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genotoxic potentiality, which can be detected at the cytological and cytomolecular levels. Its effects are

stron ependent on the inoculation doses.
gly depend h 1 d
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I. INTRODUCCION

La Peste Porcina Cl4sica (PPC), también co-
nocida como Célera Porcino, es una enfer-
medad viral de los cerdos altamente conta-
giosa y con gran impacto econdémico en las
explotaciones donde se presenta, debido a que
produce alta tasa de morbilidad y mortali-
dad.

La PPC es sin lugar a dudas la enferme-
dad de mayor impacto para el comercio in-
ternacional de porcinos y sus productos deri-
vados, ya que impide la exportacién de carne
a los paises y/o regiones libres de la enferme-
dad.

Asimismo, representa el mayor desafio
para los Servicios de Sanidad Animal de
América Latina, porque, de acuerdo ala OIE
(2000), el 50% de la poblacién porcina del
continente mantiene la PPC en forma en-
démica, a través de programas de control
(vacunacidn), constituyéndose en un serio
riesgo para los paises libres de PPC.

El origen geogréfico de la PPC es discu-
tido, sin embargo, de acuerdo a Hanson
(1957), el primer registro de una enferme-
dad de los cerdos que se corresponderia con
lo que ahora conocemos como PPC habria
sido en USA (Tennessee) en 1810, infor-
mdndose brotes posteriormente en Ohio en
1833. En Europa, la enfermedad aparecié
por primera vez en Inglaterra en 1862 Yy, a
partir de alli, se habrfa diseminado por el
continente (Fuchs, 1968, citado por Van
Oirschot, 1992). Sin embargo, otros auto-
res documentaron en Francia en 1822 una
epizootia con las caracteristicas de la PPC
(Coleetal., 1962, citado por Edwardsetal.,
2000). En cualquier caso, las evidencias in-

dicarfan que la enfermedad pudo haber sido
introducida en América a través de cerdos
procedentes de Europa y su diseminacién
habria sido facilitada por el desarrollo de
medios de comunicacién, como los ferroca-
rriles a mediados del siglo XIX (Edwards et
al., 2000). En Sudamérica, fue descripta por
primera vez en 1899.

Aunque en la actualidad la PPC estd di-
seminada en muchas partes del mundo, la
erradicacidn fue exitosa en paises de Améri-
ca del Norte, Australasia y el norte de Euro-
pa. La situacién, en cambio. es incierta en la
mayor parte de Africa.

I1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA
DE LA ENFERMEDAD

A continuacién se resume la distribucién
geogréfica de la PPC en distintas 4reas del
mundo:

a) América y Caribe

Canadd estd libre de PPC desde 1963 y en
Estados Unidos, el programa de erradicacién
comenzd en 1961, habiéndose registrado el
tltimo caso en 1976 y considerado libre de
la enfermedad desde 1984 (Wise, 1986). El
hecho de que no hayan ocurrido mds brotes
de PPC en estos paises, se debe a la rigurosa
politica de control sanitaria aplicada tanto
en la importacién de cerdos como en la ela-
boracién de productos cdrnicos.

México posee dreas epidemiol6gicamen-
te bien delimitadas, la parte norte estd libre
de la enfermedad sin vacunacién, la parte
central es un drea de erradicacién, donde la
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vacunacién fue prohibida y la parte sur se
considera drea de control, con infeccién en-
démica y vacunacién para el control (OIE,
1999).

En cuanto a los paises de América Cen-
tral, sélo Panam4 se considera libre, estando
el resto endémicamente infectado con con-
trol mediante vacunacién. Con respecto a las
islas del Caribe, en Cuba se produjeron gran-
des pérdidas econémicas (Dfaz de Arce etal.,
1999; Edwards et al., 2000) entre 1993 y
1997 cuando se presentd una importante
epizootia luego de 20 anos de vacunar regu-
larmente con una vacuna a virus vivo atenua-
do. A partir de ese momento no hubo nue-
vos casos. En Haiti, la PPC es reciente, regis-
trdndose en 1996 el primer caso (Edwards et
al., 2000).

Segin la OIE (1999), la PPC permanece
como enzootia en la mayor parte de América
del Sur, con la excepcién de Uruguay y Chi-
le. No se registra en Uruguay desde 1991 y el
pais estd oficialmente libre. Chile erradicé la
PPC en abril de 1998, después de 17 afios
de aplicar programas de control sanitario
(Pinto y Urcelay, 2003) y se declar libre sin
vacunacion, habiéndose registrado el dltimo
caso en agosto de 1996 y prohibiéndose la
vacunacién a partir de 1997.

De acuerdo con la OIE (2000) se estdn
implementando programas de control de
PPC en Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecua-
dor y Paraguay. Las medidas adoptadas in-
cluyen vacunacién, control de laboratorio,
aniquilacién masal, cuarentena, control de
trdnsito y restricciones a la importacién. Los
paises que integran el Mercosur estin en
proceso de levantar barreras comerciales, por
lo que se espera que aumenten los esfuerzos
conjuntos tendientes a erradicar la PPC

(Edwards et al., 2000).
b) Europa

Con respecto a los paises de la Unién Euro-
pea (UE), aunque los planes de erradicacién

de la PPC comenzaron en 1980, la enfer-
medad no pudo erradicarse completamen-
te, ya que en los dltimos afios se produjeron
focos en paises que eran considerados libres
de la enfermedad, tales como: Holanda, Bél-
gica, Italia y Espafia (Terpstra y De Smit,
2000; De Smit et al., 2000; Edwards et al.,
2000; Stegeman et al., 2000; Biagetti et al.,
2001). Uno de principales factores que con-
tribuye a que el virus de la PPC permanezca
endémico, es la persistencia de la enferme-
dad en poblaciones de suinos salvajes que ac-
tdan como reservorios del virus (Laddomada,
2000).

La UE mantiene una politica de no va-
cunacién contra la PPC y los brotes de la
enfermedad se controlan mediante el sacri-
ficio de todos los cerdos enfermos (“stamping
out”) y de aquellos sospechosos de estarlo,
lo que lleva a grandes pérdidas econémicas
(Edwards, 2000).

En los paises de Europa Central y Orien-
tal, los intentos para controlar y erradicar la
PPC varfan considerablemente (Edwards et
al., 2000). Algunos, como Republica Checa
y Hungria estdn adoptando los estidndares
requeridos por la Unién Europea, con miras
a facilitar el comercio internacional, mientras
que otros estén muy lejos de este punto.

¢) Japon y sudeste de Asia

En Japén, el primer brote de PPC se regis-
tré en 1888 (Kumagai et al., 1958). Duran-
te muchos afios la enfermedad se controlé
mediante el empleo de vacunas inactivadas,
pero debido a su baja potencia fueron reem-
plazadas a partir de 1969 por vacunas a vi-
rus vivo atenuado. En 1996 se inicié un pro-
grama de erradicacién de la PPC, sin que se
hayan registrado nuevos focos (Edwards et
al., 2000).

En los paises del sudeste asidtico ocurren
regularmente brotes de PPC, siendo Indone-
sia, Malasia, Filipinas, Taiwan y Vietnam los
paises mds afectados (Edwards et al., 2000).
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Considerando que la PPC es un serio pro-
blema para el sector porcino por las devasta-
doras pérdidas econémicas que ocasiona y
por la epizootia que origina su mecanismo
de diseminacién, la Organizacién Interna-
cional de Epizootias (OIE, 1998) definié los
sigulentes requerimientos para que un pais
pueda considerarse libre de PPC:

—Ausencia de la enfermedad al menos por
dos afios.

—Debe transcurrir un afio después de haberse
sacrificado al dltimo animal afectado, en
aquellos paises que apliquen el sacrificio
sanitario asociado a la vacunacién.

—Deben transcurrir seis meses después del
sacrificio del dltimo animal afectado, en
aquellos paises que apliquen dnicamente
el sacrificio sanitario ante la presencia de

focos de PPC.

I1l. AGENTE ETIOLOGICO

La PPC es producida por un pequefo virus
(12.284 nucleétidos) endoteliotréfico,
miembro del género Pestivirus de la familia
Flaviviridae (Wengler, 1991). La naturaleza
viral de la PPC fue revelada a principios del
siglo XX cuando Schweinitz y Dorset (1904)
informaron que la enfermedad podia trans-
mitirse a través de fluidos que habifan sido
extraidos del cuerpo de cerdos enfermos y
filtrados a través de “finisimos filtros de por-
celana”.

El genoma del virus de la PPC consiste
de una dnica cadena de ARN de aproxima-
damente 12.5 kb y polaridad positiva, cu-
yos extremos 3" y 5 contienen regiones no
codificantes de 373 y 228 bases, respectiva-
mente (Meyers et al., 1989, Moormann et
al., 1990). El genoma completo fue secuen-
ciado y en varios laboratorios se produjo el
dcido desoxiribonucleico complementario
infeccioso (ADNc¢) (Meyers y Thiel, 1996;
Moormann et al., 1996; Bjorklund et al.,

1998; Liu et al., 1998, Wong et al., 1998;
Diaz de Arceetal., 1999; Paton et al., 2000).

Las particulas virales tienen de 40 a 60
nm de didmetro, son esféricas, estin envuel-
tas por una cubierta glicoproteica y contie-
nen una estructura central electrénicamente
densa con un didmetro de 30 nm (Moennig,
2000).

El genoma viral actia como ARN men-
sajero con una fase de lectura abierta que
codifica una poliproteina de 3898 aminod-
cidos, la que es procesada co y postraduc-
cionalmente y clivada por una combinacién
de proteasas virales y celulares, originando
4 proteinas estructurales y 7 no estructura-
les (Meyers y Thiel, 1996). Hacia el extre-
mo N-terminal de la poliproteina, se encuen-
tra una proteasa (NP°) con actividad auto-
proteolitica, no encontrada en otros flavivirus,
seguida por las proteinas estructurales del
“core” (C) y tres glicoproteinas de la envoltu-
ra (proteinas E): E1, E2 y E™. En los dos
tercios C-terminal de la poliproteina, alta-
mente conservado en los Pestivirus, se locali-
zan las proteinas no estructurales: p54, p80,
pl0, p30, p58y p75.

El Laboratorio de Referencia de la Unién
Europea desarrollé una base de datos com-
putarizada con toda la informacién genémica
disponible concerniente a las cepas del virus
de la PPC aisladas en distintos paises del
mundo (Greiser-Wilke €t al., 2000). Dicha
base cuenta con mds de 600 entradas, in-
cluidas tres cepas aisladas en Argentina, las
que constituyen una poderosa herramienta
epidemioldgica para establecer relaciones
entre secuencias genémicas del virus de la
PPC aislados de brotes ocurridos en distin-
tos puntos del mundo.

Aunque no se conoce en forma detallada
el ciclo de replicacién del virus de la PPC, la
secuencia general de replicacién de los Pestivirus
puede resumirse como sigue (Leyssen et al.,
2000): primeramente el virus interactda con
la célula para unirse con alta afinidad y es-
pecificidad a receptores desconocidos. En-
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tonces, se produce la endocitosis celular,
donde los cambios de pH endosomales pro-
ducen la fusién entre la envoltura viral y la
membrana endosomal, provocando la libe-
racién al citoplasma de la nucleocdpside y
permitiendo que el genoma viral se dirija
hacia los ribosomas, donde es traducido en
un precursor poliproteico que es procesado
co y postraduccionalmente, originando pro-
tefnas individuales y funcionales. Entre las
proteinas no estructurales sintetizadas se
encuentra la ARN polimerasa dependiente
de ARN, que cataliza la sintesis de ARN(-)
que sirve de molde para la sintesis de nuevas
cadenas de ARN(+). Después de la replica-
cién, el genoma viral es encapsulado y se
dirige al reticulo endoplasmdtico, lugar en
el que las particulas virales son premunidas
de una cubierta fosfolipidica, antes de pasar
ala via secretoria de la célula huésped y libe-
rarse al espacio intercelular.

El virus de la PPC puede sobrevivir du-
rante periodos prolongados en condiciones
ambientales favorables. Es relativamente es-
table en la mayorfa de productos de carne
fresca, jamones y salames, siendo la carne
congelada el sistema mds estable de conser-
vacién pudiendo sobrevivir més de 4 afios.
Se inactiva rdpidamente con calor, solventes
orgdnicos, detergentes, proteasas y desinfec-
tantes comunes (Edwards, 2000). Al igual
que otros Flavivirus, es inactivado rdpida-
mente a pH bajo (menor que 3), siendo re-
lativamente estable en el rango de pH neu-
tro a ligeramente alcalino (Edwards, 2000).

IV. EPIDEMIOLOGIA

Los tinicos huéspedes naturales del virus de
la PPC son los miembros de la familia
Suidae, es decir el cerdo doméstico y el jaba-
1i (Wensvoortet al., 1986; Moennig, 2000).
Esta caracteristica epizootioldgica facilita el
control de la enfermedad, ya que la lucha
debe dirigirse tinicamente a los suinos.

Uno de los factores mds importantes en
contribuir a la difusién de la enfermedad es
la diferencia en el grado de virulencia entre
las distintas cepas del virus, adquiriendo gran
importancia en las cepas de alta virulencia
los vectores mecdnicos, bioldgicos y no bio-
16gicos, puesto que se requieren menos do-
sis infectivas (Liess, 1987). Para cepas de baja
virulencia la principal via de transmisién es
el ingreso de cerdos infectados en la piara,
dado que por el mayor periodo de incuba-
cién el riesgo de transmitir la enfermedad es
mayor mediante el movimiento de anima-
les vivos infectados y sin sintomatologfa cli-
nica aparente (San Martin y Vidal, 1998).

Los cerdos infectados con cepas virulen-
tas pueden eliminar grandes cantidades de
virus durante 10-20 dias, mientras que las
infecciones postnatales con cepas de baja
virulencia se caracterizan por perfodos cor-
tos de excrecién del virus. Consecuentemen-
te, las cepas virulentas se diseminan rdpi-
damente en un criadero e inducen mayor
morbilidad y mortalidad que las menos viru-
lentas. Los cerdos infectados crénicamente eli-
minan virus hasta su muerte en forma con-
tinua o intermitente.

Bajo condiciones naturales la ruta mds fre-
cuente por la cual el virus de la PPC entra al
huésped es la oronasal (Moennig, 2000) en
tanto que las heridas en la piel pueden ser
una importante via de contagio posnatal
(Dunne et al., 1959). Una via de infeccién
de importancia para la hembra es el contac-
to genital con machos infectados, pudiendo
producirse infeccidn directa del producto de
la concepcién o infeccién transplacentaria
del feto (Trautwein, 1988).

El transporte del virus de la PPC puede
realizarse también a través de vectores bio-
l6gicos, como tdbanos que son capaces de
transmitir la enfermedad en las dos horas
siguientes a la picadura del animal infectado
y moscas que pueden llevar el virus al menos
72 horas (Tidwell et al., 1972; Morgan y
Miller, 1976).
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Hasta la fecha, existe poca informacién
referida a la situacién epidemioldgica de la
PPC en América. Sin embargo, andlisis filo-
genéticos de cepas del virus aisladas de bro-
tes ocurridos en Sud y Centroamérica, per-
miten especular que en el continente Ameri-
cano, el virus de la PPC aparecié independien-
temente en varias regiones y su diseminacién
habria sido un efecto secundario (Paredes et
al., 2005).

V. SIGNOS CLINICOS Y PATOLOGIA

El cuadro clinico de la PPC es altamente
variable dependiendo de la edad y/o raza de
los animales afectados y de la virulencia de
la cepa viral (Moennig y Plagemann, 1992;
Sierraetal., 1998; Van Oirschot, 1992, 1999),
lo que hace que el diagnéstico basado en sig-
nos clinicos sea a menudo dificultoso.

Las lesiones macroscépicas e histopato-
légicas causadas por la cepa Sudamericana
“Quillota” fueron caracterizadas en Chile por
Quezada et al. (2000) y no difieren en la
generalidad de los aspectos morfopatoldgicos
descriptos para las cepas europeas.

Los sintomas dependen de la edad y con-
dicién sanitaria de los cerdos, como asf tam-
bién de la virulencia de la cepa viral infec-
tante. Los cerdos adultos son igualmente sus-
ceptibles que los lechones, pero presentan
generalmente signos de la enfermedad me-
nos severos y tienen mayores probabilidades
de sobrevivir. Otro factor que condiciona la
expresion clinica de la enfermedad es el esta-
do inmunitario de la poblacién afectada. Asi,
la forma de curso clinico hiperagudo sélo se
observa cuando el virus de la PPC se intro-
duce en una poblacién porcina no inmuni-
zada.

Cuando se expone una cerda prenada al
virus de la PPC, la infeccién pasa inadverti-
da inicialmente, pero el virus puede trans-
mitirse al feto en el utero (Meyeretal., 1980).
Esta infeccién congénita resulta en: muerte

fetal, reduccién del tamano de camada,
momificaciones, infertilidad y aumento de
mortalidad perinatal de los lechones. Los que
sobreviven son portadores del virus y fuente
de diseminacién de la enfermedad.

VI. INMUNOPATOLOGIA

El sistema inmune resulta severamente com-
prometido durante la infeccién aguda con
el virus de la PPC, siendo la consecuencia
inmunopatolégica més significativa la drés-
tica disminucién de linfocitos B, principal-
mente en el sistema circulatorio, pero tam-
bién en los tejidos linfoides (Susaetal., 1992;
Narita et al., 1996, 1999). En cambio, la
disminucién de linfocitos T es menos signi-
ficativa (Susa et al., 1992).

Al principio de la enfermedad la replica-
cién viral ocurre en los centros germinales de
los tejidos linfoides (tonsilas, bazo y nédulos
linféticos) y cuando ésta progresa se produ-
ce la desintegracién morfoldgica de la estruc-
tura folicular. La disminucién de linfocitos
B serfa una consecuencia de la destruccién
de los centros germinales (Susaetal., 1992),
considerando dos alternativas: a) los linfo-
citos B podrian ser blanco directo del virus
de la PPC en alguna fase de su maduracién
dentro del foliculo: centroblastos, centrocitos
e inmunoblastos llevando a un bloqueo en
su maduracién; b) los linfocitos podrian es-
tar privados de citoquinas esenciales al pro-
ducirse la infeccién de la red de soporte de
células dendriticas foliculares. De cualquier
modo, el bloqueo en la maduracién de los
linfocitos B por infeccién y destruccién de
los centros germinales es el mayor evento en
la patogénesis de la PPC aguda.

Contrariamente a lo observado por Susa
et al. (1992), otros autores detectaron una
disminucién de linfocitos T, tan significati-
va como la de los B durante la infeccién con
el virus de la PPC, probablemente porque
usaron una cepa viral de mayor virulencia
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(Summerfield et al., 1998). Por otro lado,
propusieron un mecanismo distinto para
explicar la disminucién linfocitaria ocasio-
nada por el virus, atribuyéndolo a la induc-
cién de apoptosis o muerte celular progra-
mada. Asimismo, obtuvieron evidencias ex-
perimentales de que la induccién de apop-
tosis serfa una consecuencia indirecta de la
infeccién viral, ya que observaron que el in-
cremento de células apoptdticas ocurrié con
anterioridad (1-3 dpi) a que se detectaran
cantidades significativas de ARN viral en cé-
lulas hematopoyéticas de la médula ésea de
los cerdos infectados (7 dpi) (Summerfield et
al., 2000, 2001), concluyendo que la induc-
cién de apoptosis no se produce cuando el
virus se inactiva por UV o se bloquea la in-
feccién con anticuerpos anti-E2 .

Sato et al. (2000) también observaron
fragmentacién del ADN en ndcleos linfoci-
tarios del timo, bazo y nédulos linfoides de
lechones inoculados con el virus de la PPC
alos 3, 5, 7 y 10 dpi, confirmando que la
apoptosis estd involucrada en la patologfa de
la PPC, aunque sugieren que interleuquinas
liberadas durante la infeccién serfan media-
dores potenciales de la apoptosis linfocitaria.

Por otro lado, se ha atribuido a la glico-
proteina E™ de la nucleocdpside viral un
efecto inmunosupresivo sobre los linfocitos
In Vitro y también se demostré su capacidad
de inducir apoptosis linfocitaria, ya que lue-
go de incubarlos con dicha proteina se ob-
servé un incremento significativo en la can-
tidad de mono y oligonucleosomas, eviden-
cia de apoptosis celular (Bruschke et al.,
1997), que se producirfa por secrecién de la
glicoproteina en la sangre de los animales
infectados.

VII. LA PPC EN ARGENTINA

A pesar de que la situacién zoosanitaria de
América Latina ha mejorado, la PPC es la

tinica enfermedad de la lista A del Cédigo
Zoosanitario Internacional de la Oficina
Internacional de Epizootias (OIE) que per-
siste en Argentina, lo que significa que estd
catalogada en el grupo de las enfermedades
mds severas y que pueden definirse de acuer-
do a la OIE como: Enfermedades transmisi-
bles con gran poder de difusion y especial gra-
vedad, que pueden extenderse mas alla de las
fronteras nacionales, cuyas consecuencias so-
cioecondmicas y sanitarias pueden ser graves y
cuya incidencia en el comercio internacional
de animales y productos pecuarios es impor-
tante.

La PPC constituye una barrera sanitaria
infranqueable en el Mercosur, limitando las
posibilidades comerciales y el desarrollo ple-
no del sector porcino (Mercosur, Res. N°
20/97). También influye negativamente en
la rentabilidad de las explotaciones, aumen-
tando los costos de produccién.

Con respecto a la densidad porcina en
las distintas regiones de Argentina, el Servi-
cio Nacional de Sanidad Animal (SENASA)

considera dos zonas:

a) Alta densidad porcina:
—Provincia de Buenos Aires: zonas centro
y norte
—Provincia de Santa Fe: zonas centro y sur
—Provincia de Cérdoba: Marcos Judrez,
Rio Cuarto, Unidén, Zona centro al su-
deste.
b) Baja densidad porcina: resto del pais.

Con el propésito de controlar y erradi-
car la PPC en Argentina, el SENASA inicié
en 1998 el Plan Nacional de Control y Erra-
dicacién de la enfermedad (SENASA, Res.
N°392/98), el que se basé en la vacunacién
obligatoria, el monitoreo del virus de cam-
po, en mataderos y en explotaciones a tra-
vés de la técnica de inmunofluorescencia
directa (IFD) sobre muestras de tonsilas.
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VIIl. EFECTO MUTAGENICO
INDUCIDO POR VIRUS

Muchos virus poseen propiedades mutagé-
nicas, principalmente de tipo clastogénicas
y, en algunos casos, conservan dicha capaci-
dad en las cepas atenuadas empleadas en la
elaboracién de vacunas a virus vivo (Stich y
Yohn, 1970). Los primeros datos de dafio cro-
mos6mico asociado a infeccién viral, pro-
vienen del virus del sarampién (Nichols et
al., 1962), del Herpex simplex (Stich et al.
1964a), del Adenovirus humano tipo 12
(Stich et al. 1964b) y del virus de la fiebre
amarilla (Harnden, 1964).

En Argentina, los estudios de efecto ci-
togenético asociado a virus, se limitan al vi-
rus Junin por su importancia regional como
agente causal de la Fiebre Hemorrdgica Ar-
gentina (Pistol de Rubel y Teyssie, 1970;
Hasson et al. 1983, Dulout et al., 1983,
1985).

Los primeros indicios de que el virus de
la PPC puede inducir cambios citogenéti-
cos fueron obtenidos por Gustafson y
Pomerat (1957), cuando observaron cam-
bios citolégicos causados por el virus de
nédulos linfoides embrionales de células
porcinas.

El primer trabajo referido estrictamente
al efecto citogenético del virus de la PPC se
realizé en Rusia (Krut, 1974) en cerdos in-
fectados experimentalmente con la cepa vi-
rulenta Dorset. El andlisis de células de la
médula ésea de cerdos infectados revel$ que
posefan el doble de células aneuploides y el
cuddruple de poliploides que los controles.
Ademds, habia 5 veces mds células con anor-
malidades estructurales del tipo: disolucién
centromérica (33.7%), fracturas de cromd-
tidas (31%), “stickiness” (20.4%), cromo-
somas en anillo (4%), mdltiples anormali-
dades (2.8%) y pulverizaciones (10%). Tam-
bién se observé que la infeccién viral pro-
ducfa una drdstica disminucién del indice
mitético. Posteriormente, Soldatovic et al.

(1981), encontraron las mismas alteraciones
en cerdos infectados con la cepa PAV del
virus de la PPC. Los animales fueron anali-
zados citogenéticamente a los 7 dias posti-
noculacién (antes de que aparezcan los sin-
tomas) y en los dfas 1, 3 y 5 después de la
aparicién de los sintomas, observdndose que
el indice mitStico disminuy6 continuamente
con el transcurso de la enfermedad, siendo
esta disminucién mds pronunciada en el
periodo de incubacién. La frecuencia de cé-
lulas poliploides y heteroploides aumentd
significativamente, aunque el mayor incre-
mento se produjo en aberraciones cromosé-
micas, tales como, fracturas y fragmentacio-
nes que alcanzaron un mdximo de 13,5%
que, que condujeron a la eliminacién de al-
gunas células de la poblacién entre las 72 y
96 horas después de la manifestacién de los
sintomas de la enfermedad. Asimismo, en
cerdas prenadas la vacuna contra la PPC tie-
ne efecto teratogénico en la descendencia
(Sautter et al., 1953; Cowart y Morehouse,
1967; Johnson et al., 1974; Baez Ruiz et al.,
1995).

El potencial mutagénico de las vacunas a
virus vivo contra la PPC fue demostrado por
primera vez por Lodja y Rubes (1977), quie-
nes evaluaron la capacidad mutagénica del
virus vacunal empleado para proteger los cer-
dos de la enfermedad en Republica Checa.
En este estudio, se analizaron 30 cerdos de
entre 30 y 40 kg de peso que fueron inmu-
nizados con la vacuna utilizada en dicho pais,
empledndose como controles 30 cerdos no
vacunados. Los resultados demostraron de
manera contundente, que la vacuna a virus
atenuado produce varias clases de cambios
cromosémicos, habiéndose registrado casi 9
veces mds cambios estructurales y 6 veces
mds poliploidias en los cerdos vacunados que
en los controles. Los cambios estructurales
observados fueron fracturas de cromdtida y
de cromosoma, los que a su vez originaron
otros tipo mds severos de dano. Este hallaz-
go, llevé a Gustavsson (1990) a considerar
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una linea de investigacién de particular im-
portancia el estudio de la capacidad muta-
génica del virus de la PPC atenuado en la
vacuna, particularmente en aquellos paises
que contindan aplicando planes de vacuna-
cién para el control de la enfermedad. Sin
embargo, esta temdtica no tuvo desarrollo
posterior, probablemente porque la Unién
Europea prohibid la vacunacién como estra-
tegia de control de la PPC a partir de 1990,
atribuyendo la medida a la imposibilidad de
discriminar serolégicamente animales enfer-
mos de los vacunados (EU, 1993). La politi-
ca de control de la enfermedad seguida desde
entonces, se basa en el sacrificio de todos los
animales afectados o sospechosos de estarlo,
causando severas pérdidas econémicas en la
industria porcina, particularmente en pai-
ses con alta densidad porcina. Por ello, el
“Scientific Veterinary Committee” (SVC, 1997)
recomendd el desarrollo y control de “vacu-
nas marcadas” o a subunidades, que podrian
emplearse en el futuro como una herramien-
ta adicional para el control de la enfermedad
en situaciones emergencia en dreas de alta
densidad porcina (Volker, K. y Langl, E.
2004; Uttenthal, A. et al., 2001) .

La mds avanzada y de la que se tienen mds
datos experimentales y posibilidad de utili-
zarse en un futuro cercano, es una vacuna
formada exclusivamente por la proteina es-
tructural E2 del virus, siendo la mds inmu-
nogénica y capaz de inducir altos titulos de
anticuerpos neutralizantes (Moormann etal.,
2000; Maurer et al., 2005).

En la actualidad, la Unién Europea im-
plementa y financia un programa que inclu-
ye un gran nimero de ensayos realizados en
distintos paises europeos para evaluar la efi-
cacia de dos marcas comerciales disponibles
(Porcilis Pesti, de Bayer y Bayovac, de Intervet)
y determinar la conveniencia o no de imple-
mentar nuevamente programas de control de
la PPC basados en la inmunizacién con va-
cunas marcadas.
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IX. VACUNA CONTRA LA PPC
EMPLEADA EN ARGENTINA

Hasta mayo del afo 2004 se utilizaron va-
cunas a virus vivo atenuado de la cepa “Chi-
na’, también conocida como “Suvac”, “C”
o “K” modificada en su virulencia por suce-
sivos pasajes en conejo. La inmunidad con-
ferida por la vacuna comienza dentro de la
primera semana posvacunacion y se man-
tiene por 2-3 afios, protegiendo contra la
enfermedad al disminuir eficazmente la re-
plicacién viral de cepas virulentas frente a
exposicién al virus de la PPC.

La hembra vacunada provee de anticuer-
pos maternos (inmunidad pasiva) a los lecho-
nes a través del calostro, los que protegen
durante 5-8 semanas contra la mortalidad por
el virus de la PPC. Estos anticuerpos interfie-
ren con la vacuna en el desarrollo de la inmu-
nidad activa, por lo que es necesario que cada
establecimiento establezca el momento de
ausencia de anticuerpos maternos antes de
realizar la vacunacién.

El Servicio Nacional de Sanidad Animal
(SENASA) realizé los controles oficiales de
autorizacién sobre el producto terminado,
envasado y estampillado presentado por los
laboratorios que producen la vacuna desde
que se inici6 el plan de control hasta el 28
de mayo de 2004 (Resolucién del SENASA
N° 308/04) fecha en que se prohibié la va-

cunacién.

X. POTENCIAL MUTAGENICO
DE LA VACUNA CONTRA LA PPC
EMPLEADA EN ARGENTINA

Considerando que en Argentina no existia
ningdn tipo de antecedente sobre si las va-
cunas que se utilizaron durante mds de tres
décadas posefan capacidad mutagénica, se
inicié en 1997 una linea de investigacién en
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tal sentido (Tiranti et al., 1998; Genghini et
al. 1998; 2000; 2001a, 2001b, 2002b,
20044, 2004b, 2004c, Palacios et al., 2003).

El plan de trabajo se ejecuté en cuatro
etapas, que incluyeron; el andlisis citogené-
tico de cerdos vacunados, el efecto de la va-
cuna sobre el ADN linfocitario y el control
de pardmetros reproductivos de cerdas va-
cunadas.

El potencial mutagénico de las vacunas
empleadas en Argentina fue demostrado por
primera vez por Genghini et al., 1998. El
estudio se realizé en el marco de un conve-

nio de Cooperacién entre la Universidad
Nacional de Rio Cuarto y el SENASA; de-
termindndose, que tanto en cerdos inocula-
dos con 1 como con 10 dosis, pertenecientes
a las prueba de Potencia e Inocuidad de la va-
cuna respectivamente, se indujeron aberra-
ciones cromosdmicas; siendo la magnitud y
el tipo predominante de dafo cromosémi-
co inducido muy diferente para ambos tra-
tamientos. En cambio, en los cerdos con-
troles los cromosomas linfocitarios se ajus-
taron al cariotipo estdndar internacional para
Sus scrofa doméstica L. (Fig. 1).
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Figura 1. Cariotipo normal de una hembra (2n=38) representativo del
observado en los animales controles. La barra indica 10 um.

Los tipos de alteraciones cromosémicas
inducidos fueron: fracturas de monocromd-
tida e isocromdtida: B’+B” (Fig.2), figuras
trirradiales y cuadrirradiales: RB (Fig. 3),

multiples anormalidades: Mu (Fig. 4), cé-
lulas poliploides: Po (Fig. 5) y pulverizacio-

nes cromosémicas: Pu (Fig. 6).

112



Estudio citogenético y citomolecular de la vacuna contra la peste porcina cldsica / R. GENGHINI ET AL.
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Figura 2. Cromosomas linfocitarios porcinos con fracturas (B’+B”) inducidas por la vacuna
contra la PPC.
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Figura 3. Intercambio de cromdtidas (RB) inducidas por la vacuna contra la PPC. a-

Trirradiales; b - Cuadrirradiales
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Figura 4. Células con multiples anormalidades (Mu) inducidas por la vacuna contra la PPC.
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Figura 6. Diferentes grados de pulverizaciones cromosémicas.
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El tipo de alteraciones observadas revela
que el efecto primario del virus vacunal de
la PPC consistié en originar fracturas cro-
mosémicas, que posteriormente derivaron
en diferentes tipos de aberraciones mds se-
veras. El tipo predominante fue claramente
dependiente de la dosis, prevaleciendo a ba-
jas dosis tipos menos severos como fracturas
de mono e isocromdtida y a dosis mds eleva-
das las pulverizaciones. Dado que para que
se produzca cualquiera de estas alteraciones
se requiere de la ocurrencia previa de roturas
cromosdémicas, el virus de la PPC podria cla-
sificarse como un agente clastogénico, térmi-
no propuesto por Shaw (1970) para referir a
distintos tipos de agentes fisicos, quimicos o
biolégicos que pueden producir rupturas
cromosdémicas visibles al microscopio pti-
co en células metafdsicas.

También se observaron células con alte-
raciones cromosOmicas numéricas, especiﬁ-
camente poliploidias, aunque su frecuencia
no difirié estadisticamente de la registrada
en los controles, indicando que no son in-
ducidas por el virus vacunal.

Estos resultados permiten aseverar que la
capacidad del virus de la PPC de inducir al-
teraciones cromosémicas, no se pierde en el
proceso de atenuacién de la cepa virulenta
para obtener la cepa vacunal inmunogénica y
que probablemente se asocia a su interaccién
con la maquinaria biosintética de la célula
durante la estrategia de replicacién que reali-
za en el huésped por un mecanismo molecu-
lar atin desconocido (Leyssen et al., 2000).

X1. EFECTO DE LA DOSIS

VACUNAL SOBRE LA FRECUENCIA

DE CELULAS CON ALTERACIONES
CROMOSOMICAS

El efecto de la dosis de vacuna sobre la in-
duccién de alteraciones cromosémicas se
evalud in vivo (Genghini et al., 1998, 2000)
e invitro (Genghini et al., 2001a, b; 2004a,

b, ¢). Los resultados de ambos ensayos evi-
denciaron que el efecto citogenético induci-
do es marcadamente dosis-dependiente, in-
dicando que al aumentar el inéculo viral se
produce un efecto sinérgico en la capacidad
del virus de interaccionar con los receptores
de la célula huésped.

Las dos dosis extremas de vacuna utiliza-
das por el SENASA en las pruebas de Poten-
cia e Inocuidad, es decir 1y 10 dosis, respec-
tivamente dieron diferencias altamente sig-
nificativas en la capacidad de inducir altera-
ciones cromosémicas (p<0.01). Asi, con 10
dosis se registraron aproximadamente 20
veces mds cambios cromosémicos que con
1 dosis. Las diferencias también fueron alta-
mente significativas al comparar los trata-
mientos de 1 y 10 dosis con sus respectivos
controles.

El marcado efecto de la dosis vacunal, fue
mucho mds evidente en los cerdos que fue-
ron desafiados con 100.000 DL, % de la cepa
virulenta, ya que se produjo un elevado indi-
ce de citotoxicidad, que se tradujo en escasos
linfocitos en proliferacién (Genghini et al.,
1998). Esta observacién coincide con la de
Soldatovicetal. (1981), en el sentido de que
el virus de la PPC produce en los animales
infectados una drdstica disminucién del in-
dice mitdtico y disminucién linfocitaria.
Coincidentemente, Van Oirsch etal., (1981,
1983) determinaron que el virus de la PPC
disminuye la proliferacién linfocitaria en res-
puesta a mitégenos. Susa et al. (1992) y
Narita et al. (1996) mediante estudios histo-
patoldgicos, arribaron a la conclusién que
la propiedad del virus de suprimir la divi-
sién celular linfocitaria se debe a su capaci-
dad de destruir los centros germinales de los
nddulos linfoides, lo que consecuentemen-
te lleva a una disminucién linfocitaria en el
sistema circulatorio.

Mediante ensayos In Vitro realizados a
partir de sangre de cerdos no vacunados y
exponiendo los cultivos linfocitarios a la va-
cuna se pudo determinar que de las 3 dosis
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probadas 5, 10 y 20 pl/ml, sélo con la me-
nor de ellas (5 W/ml) no hubo diferencias
estadisticamente significativas con los con-
troles no expuestos a la vacuna (Genghini et
al., 2002, 2004a, b, ¢).

La capacidad del virus de la PPC de in-
ducir alteraciones cromosémicas en sistemas
IN Vitro en los que no se empled ningtin tipo
de activador metabdlico, indica que su po-
tencial mutagénico es directo, es decir que
no depende de vias de activacién metabdlica
microsomal y/o productos intermedios que
se presentan en los sistemas in Viv0 y que con-
ducen en muchas oportunidades a diferentes
respuestas celulares (Evans y O’Riordan,
1975). La extrapolacién de los datos obteni-
dos in vitro a las condiciones fisiolégicas del
animal requiere precaucion; sin embargo,
pueden utilizarse como “indicadores” para es-
tablecer, conjuntamente con el SENASA, si
la minima concentracién viral que no pro-
duce efecto genotéxico in vitro (5 ul/ml)
induce inmunidad en el animal. Disponer a
la brevedad de esta informacién serd de suma
utilidad, ya que permitirfa en caso de regis-
trarse nuevos brotes de PPC en el pais, apli-
car la vacuna, sin inducir en los animales a
efectos mutagénicos.

XIl. CINETICA DE LAS
ALTERACIONES CROMOSOMICAS
EN DIFERENTES PERIODOS
POSVACUNACION

El dafio cromosémico inducido es de natu-
raleza inestable (Genghini et al., 2000), ya
que la frecuencia de células con aberracio-
nes cromosdémicas varié en diferentes perfo-
dos posvacunacién evaluados (dfas post-va-
cunacién: dpv). La cinética en los distintos
dpv se ajustd al siguiente patrén general: las
células con alteraciones se incrementaron sig-
nificativamente desde los 3 hasta los 10 dpv,
fecha en la que alcanzaron la mdxima fre-
cuencia. A partir de entonces comenzaron a

disminuir, hasta alcanzar a los 22 dpv valo-
res que no difirieron de los basales. El mis-
mo patrén general descripto para 1 dosis se
repitié con 10 dosis de vacuna, aunque pre-
senté mayor dindmica en las distintas fechas.
Asi, el incremento en la frecuencia de ano-
malfas cromosémicas fue muy abrupto en-
tre los 3 y 5 dpv, alcanzdndose antes la méxi-
ma frecuencia de linfocitos con alteraciones
(7 dpv), para posteriormente disminuir hasta
la dltima fecha evaluada (20 dpv) en la que
todavia las alteraciones cromosémicas se en-
contraban significativamente incrementadas
con respecto a los controles, cosa que no su-
cedid en los inoculados con 1 dosis. La com-
paracién de la cinética de las alteraciones cro-
mosémicas inducidas en los dos tratamien-
tos evaluados, marca un claro efecto sinérgico
entre el aumento de la dosis y la induccién
de efecto citogenético, hecho que podria atri-
buirse a que al inocular un mayor nimero
de particulas virales, estas alcanzarfan mds
cantidad células linfocitarias en menor tiem-

po.

XI11. EFECTO DE DISTINTOS
AMBIENTES SOBRE LA
INDUCCION DE ALTERACIONES
CROMOSOMICAS

Se trabajé con 4 ambientes distintos (Geng-
hini et al. 1998, 2000, 2001a, b), uno co-
rrespondiente a las condiciones experimen-
tales en que se mantienen los cerdos desti-
nados a las pruebas nacionales oficiales de
control de vacunas que se realizan en Bue-
nos Aires (SENASA) y los tres restantes, fue-
ron establecimientos de la regién de Rio
Cuarto en los que los cerdos eran criados al
aire libre e inmunizados de acuerdo a la re-
glamentacidn fijada en el Programa Nacio-
nal de erradicacién de la Peste Porcina.
Previo a la vacunacién (control del dfa 0)
los cerdos de los 4 ambientes presentaban
cariotipos normales, registrdindose sélo el
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dafno cromosémico basal propio de cualquier
cultivo linfocitario (Rubes, 1987; Rubes et
al., 1992; Genghini et al., 1995, 1997); he-
cho que permite aseverar que al iniciarse los
ensayos no habia alteraciones cromosémi-
cas en los cerdos pertenecientes a ninguno
de los ambientes. Con posterioridad a la va-
cunacién, no hubo diferencias significativas
en la frecuencia media de células con alte-
raciones cromosémicas entre 2 de los criade-
ros (A'y C) y el SENASA, considerando to-
das los perfodos posvacunacién en forma con-
junta, indicando que estos tres ambientes no
influyeron en la induccién de alteraciones. En
cambio, el Criadero B se diferencid significa-
tivamente de los otros ambientes por tener
mayor frecuencia de células con alteraciones
cromosdémicas, lo que podria atribuirse a un
brote de pleuroneumonia (causado por
Actinobacillus pleuropneumoniae) diagnostica-
do en el establecimiento a los 5 dfas de ini-
ciado el ensayo (Ambrogi, 2002). Esta en-
fermedad, caracterizada por inicio stbito y
evolucién corta, es altamente contagiosa
(Sebunya y Saunders, 1983) y podria haber
aumentado la susceptibilidad de los cerdos
a la inmunizacién con la vacuna a virus vivo
por encontrarse inmunolégicamente depri-
midos (Genghini et al., 2000).

La frecuencia mdxima de células con al-
teraciones cromosémicas fue superior en los
criaderos (6.76 £0.36; 10.4+0.49y 7.23 +
0.31 para A, B, y C, respectivamente) que
en los cerdos experimentales del SENASA
(4.14 £0.05). Esta diferencia plantea el in-
terrogante referente a por qué en las condi-
ciones de campo en las que los porcicultores
aplican regularmente las vacunas, la frecuen-
cia mdxima de células con alteraciones cro-
mosémicas es mayor que la observada en
cerdos experimentales criados en confina-
miento. Un factor que probablemente ha-
bria contribuido a esta diferencia es que los
cerdos utilizados en las pruebas oficiales de
control de vacunas presentaban garantias de
no haber entrado en contacto con antigenos

de la PPC, circunstancia que no puede ga-
rantizarse a campo y que de acuerdo a Evans
y O’Riordan (1975) podria alterar el nime-
ro de células con alteraciones cromosémi-
cas. Ademds, para el caso del Criadero B la
patologfa mencionada anteriormente podria
explicar la mayor frecuencia de células con
alteraciones.

XIV. ENSAYOS DE PROLIFICIDAD

Los resultados de los ensayos de prolificidad
realizados por técnicos del SENASA a hem-
bras que habfan recibido distintas dosis de
vacuna (Genghini et al., 1998), como asi
también en cerdos pertenecientes a distin-
tos criaderos (Genghini 2002, 2004 a y b),
indicaron que la vacuna no disminuyé la
aptitud reproductiva de hembras prefiadas,
ni produjo alteraciones en los distintos pa-
rdmetros evaluados en los lechones nacidos
de dichas madres. Estos resultados sugieren
que el material hereditario de las células ger-
minales no fue afectado por el virus vacunal.
Estas evidencias apoyan la hipdtesis que se-
fiala que el “blanco” de replicacién del virus
de la PPC son los nédulos linfoides, lo que
consecuentemente se manifestarfa en efecto
clastogénico s6lo a nivel de los linfocitos. Sin
embargo, para corroborar esta hipétesis se
requerirfa realizar los estudios citogenéticos,
directamente sobre células de los tejidos
gonadales.

XVI. MECANISMO DE ACCION
DEL VIRUS VACUNAL

El “ensayo del cometa” resulté un mérodo
sensible para evaluar el efecto genotéxico de
la vacuna y permitié progresar en el cono-
cimiento del mecanismo por el cual el virus
vacunal de la PPC ejerce su accién genotdxi-
ca.

La exposicién de cultivos linfocitarios
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porcinos a la vacuna in vitro indujo incre-
mentos significativos de las dos variables
indicadoras de dafio de ADN sometidas a
evaluacién cuantitativa: “tail moment” (TM)
y “tail length” (TL). El aumento fue marca-
damente dependiente de la dosis, tal como
ocurrié con las alteraciones cromosémicas ya
que el valor medio de “TL” de los cultivos
tratados con 20 pl/ml de vacuna fue 6 veces
mayor que el de los controles; en tanto que
en los tratados con 100 pl/ml el incremento
fue 21 veces mayor. Haciendo la misma com-
paracién para “TM?” los incrementos fueron
de 5 y 24 unidades, respectivamente. Con-
siderando que “TM” resulta del producto
de lalongitud de la cola por la intensidad de
ADN en la cola del cometa, se deduce que
el aumento de “TM” con la dosis de vacuna
se debe principalmente al incremento de la
primera de las variables, dado que se regis-
traron incrementos proporcionales de “TM”
y “TL” en funcién de la dosis.

Si se comparan los resultados del ensayo
citogenético in Vitro con los del cometa, re-
sulta evidente la mayor sensibilidad de este
tltimo en detectar la genotoxicidad de la
vacuna, dado que la frecuencia de células con
valores de “TM” indicadores de dafio fue
mayor que la frecuencia de células con alte-
raciones cromosémicas considerando una
misma dosis de vacuna (20 pl/ml). Asi, en
el primer estudio la frecuencia media de cé-
lulas con dafio cromosémico fue de 11%,
mientras que los cometas con TM >2 (indi-
cadores de dafo), fueron el 67% de la po-
blacién linfocitaria analizada. Estas diferen-
cias podrian atribuirse a que los linfocitos
en los cuales se midié el dano con el ensayo
del cometa se encontraban en la fase Go del
ciclo celular, dado que la técnica no requiere
estimulacién con mitégenos, en tanto que el
andlisis citogenético se realizé sobre células
en proliferacidn, las que tienen mayor capa-
cidad de reparar el dafo del ADN (Kalweit
etal., 1988; Villarinietal., 1998). Asi, el dafio

inducido por el virus vacunal estarfa sujeto

a un proceso de reparacién mds eficiente en
la fase G1 de los linfocitos estimulados, lo
que se reflejarfa en una menor frecuencia de
células con alteraciones cromosémicas en
comparacién con la frecuencia de linfocitos
que presentaron patrones de migracién del
ADN indicativo de fragmentacién en el en-
sayo del cometa.

Los resultados obtenidos demuestran que
el ensayo del cometa, ampliamente utilizado
en genética toxicoldgica para detectar geno-
toxicidad inducida por diferentes agentes fi-
sicos y quimicos (Zamorano-Ponce, 2004)
también es il para evaluar efecto genotdxi-
co inducido por virus, siendo este estudio el
primero en el cual el procedimiento se aplica
a cultivos linfocitarios porcinos para evaluar
la genotoxicidad de una vacuna.

Aunque el mecanismo molecular por el
cual el virus interacciona con el ADN de la
célula huésped para ejercer el efecto genotdxi-
co no puede deducirse de este estudio, los
resultados obtenidos en los distintos ensa-
yos realizados respaldan la siguiente hipdte-
sis: cuando el virus de la PPC, atenuado en
la vacuna, llega a las células linfocitarias para
replicarse, producirfa fragmentacién del
ADN, dafo que a nivel citogenético se vi-
sualiza como una serie gradual de fracturas
cromosémicas que aumentan su severidad en
los distintos periodos posvacunacién para
finalmente terminar en pulverizaciones cro-
mosdémicas que consecuentemente llevarian
ala muerte celular, probablemente por apop-
tosis. Esta hipétesis serfa respaldada por la
conocida capacidad de la glicoproteina E™
de los Pestivirus de fragmentar el ADN linfo-
citario produciendo mono y oligonucleoso-
mas por apoptosis linfocitaria (Bruschke et
al., 1997), fenémeno reiteradamente asocia-
do ala infeccién con el virus de la PPC (Susa
etal., 1992; Summerfield et al., 1998, 2000,
2001; Sato et al., 2000; Romanini, 2001).

Considerando que la completa atenua-
cién del virus de la PPC requerirfa del blo-
queo de la actividad de la glicoproteina E™
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viral (Meyers et al., 1999), los resultados su-
gieren que en las vacunas contra la PPC em-
pleadas en Argentina, dicha proteina estarfa
activa produciendo genotoxicidad, fenéme-
no que se manifiestarfa a nivel citogenético
en la induccién de alteraciones cromosémi-
cas y en el plano molecular en la fragmenta-
cién del ADN.

Futuras lineas de investigacién que prue-
ben mediante microscopfa electrénica la pre-
sencia del virus dentro de los linfocitos, po-
drfan resolver el controvertido tema de la
patogenia de la enfermedad (trabajo en eje-
cucién).

El vertiginoso avance de la biologfa mole-
cular durante las dos tltimas décadas, llevé a
un significativo incremento en el conocimien-
to de la estructura y funcién de los genes y a
disponer de nuevas tecnologfas eficientes
para estudiar secuencias genéticas muy pe-
quefias como las de los virus. Estos avances
condujeron al desarrollo de una nueva sub-
disciplina de la Genética Toxicolégica de-
nominada “toxicogenémica’, definida por
Aardema y MacGregor (2002) como: “el es-
tudio de la relacién entre la estructura y acti-
vidad del genoma y los efectos biolégicos ad-
versos de agentes exdgenos”. Estas nuevas y
poderosas herramientas, que ya han permiti-
do avances significativos en la evaluacién de
las respuestas moleculares de diferentes célu-
las y tejidos dafiados por agentes fisicos y
quimicos, probablemente contribuirdn en un
futuro cercano a un mayor desarrollo en el
campo de la genotoxicidad inducida por vi-
rus y podrian esclarecer cudl es el mecanismo
de interaccién entre el virus vacunal de la PPC
y el ADN linfocitario que conduce al efecto
genotéxico detectado.
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