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RESUMEN

El Virus de Inmunodeficiencia Felina es utilizado como modelo para el estudio de infecciones por otros
lentivirus, como el de la Inmunodeficiencia Humana. Promueve una inmunodeficiencia progresiva y créni-
ca por el agotamiento principalmente de los linfocitos TCD4+. Se ha investigado mucho esta enfermedad
pero en gatos infectados experimentalmente. En este estudio se ha evaluado el cuadro neurolégico pro-
ducido por el virus de inmunodeficiencia felina en forma natural y en la etapa de portador asintomatico sin
infecciones oportunistas. Se eligi6 esta fase pues en ella el virus tiene un crecimiento lento y los pacientes
presentan un sistema inmune ain no muy dafiado. En los gatos con inmunodeficiencia felina en etapa de
portador asintomatico con signos neuroldgicos que fallecieron se efectué un examen de necropsia toman-
dose muestras del sistema nervioso central. En la histopatologia se encontré una encefalitis con infiltrado
linfoplasmocitario de caracter leve y se identific6 al Virus de Inmunodeficiencia Felina por medio de in-
munohistoquimica, no solo en las células de la glia sino también en las neuronas. La inmunohistoquimica
demostrd la presencia del virus ubicado en relaciéon con las lesiones histopatolégicas halladas en el siste-
ma nervioso central, esto demostraria que las lesiones son debidas a Virus de Inmunodeficiencia Felina.
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ABSTRACT

The Feline Immunodeficiency Virus is used as a model for the study of infections by other lentiviruses, such
as Human Immunodeficiency. It promotes a progressive and chronic immunodeficiency mainly due to the de-
pletion of TCD4 + Lymphocytes. This disease has been extensively investigated but in experimentally infected
cats. In this study, the neurological picture produced by the Feline Inmunodeficiency Virus has been evalu-
ated in a natural way and in the stage of asymptomatic carrier without opportunistic infections. This phase
was chosen because in it the virus has a slow growth and the patients present an immune system not yet very
damaged. In cats with feline immunodeficiency in the asymptomatic carrier stage with neurological signs that
died, a necropsy examination was performed, taking samples from the central nervous system. Histopatholo-
gy revealed encephalitis with a mild lymphoplasmacytic infiltrate and the Feline Immunodeficiency Virus was
identified by immunohistochemistry, not only in the glia cells but also in the neurons. Immunohistochemistry
demonstrated the presence of the virus located in relation to the histopathological lesions found in the central
nervous system, this would demonstrate that the lesions are due to Feline Immunodeficiency Virus.

Key words: (FIV), (asymptomatic carrier), (neurological signs), (histopathology), (immunohistochemistry).

INTRODUCCION

El Virus de la Inmunodeficiencia Felina
(VIF) es un virus T-linfotrépico que pertenece
a la familia Retroviridae, género Lentivirus. Sus
caracteristicas estructurales y fisiopatologia son
similares al del Virus de la Inmunodeficiencia Hu-
mana (VIH). Estdn estrechamente relacionados
por producir en su huésped natural una serie de
alteraciones a nivel del sistema inmunitario que
promueven una inmunodeficiencia progresiva y
crénica. Se ha demostrado que el VIF puede rep-
licarse en una gran variedad de tipos celulares.
Su célula blanco preferencial es el linfocito T CD4
+ pero también infecta a los T CD8+, linfocitos B,
macrofagos y las células del linaje neuronal. La in-
feccion por el virus se produce por el desequilibrio
entre la destruccion del sistema inmune y la capaci-
dad de respuesta de las restantes defensas anti-vi-
rales del huésped para resistir el avance viral®> 61

El estudio realizado por el investigador Dow
con gatos infectados experimentalmente con VIF, me-
diante inoculacién intracerebral y periférica, fue el
primero en describir la infeccion neuroldgica viral a
nivel del cerebro felino!. Los resultados de este estu-
dio demostraron lo mucho que se asemejan los efectos
patogenos del virus a nivel del SNC, en la infeccién por
VIH en seres humanos y en la infeccién por VIF en el
gato. Sin tener discernida totalmente la fisiopatologia
de la infeccion viral en el sistema nervioso central
(SNC), estas similitudes en la enfermedad aguda neu-

rologica de ambos lentivirus, reforzé atin mas el uso de
felinos VIF4+ como modelo animal de investigacion®.

Los principales signos neuroldgicos que se
describen en los estudios incluyen nistagmo, atax-
ia, convulsiones, temblores de intencion, anisocoria,
disminucién del reflejo pupilar, aumento de la agre-
sividad, comportamientos anormales y déficits en la
funcién motora cognitiva'*>¢81112 [ ,0s cambios en el
comportamiento del suefio y la disminucion de la ca-
pacidad cognitiva en los gatos son alteraciones muy
sutiles muchas veces dificiles de apreciar clinica-
mente. Mediante PCR se identificé el VIF en los tejidos
del nucleo caudado, el mesencéfalo, tronco cerebral
rostral y caudal®® corteza cerebral, cerebelo y del
liquido cefalorraquideo. El estudio histopatolégico de
las lesiones a nivel del SNC muestra la presencia de
peri-infiltrados vasculares de células mononucleares
y nodulos gliales (astrogliosis y microgliosis)®.

VIF invade al SNC desde la etapa temprana
después de la entrada periférica del virus’. La infec-
cién es acompaiiada por la producciéon inmediata de
niveles constantes de progenie viral en el cerebro
incluso en presencia de una respuesta inflamatoria
local. La eliminacién ineficaz del virus en el tejido
nervioso por la respuesta inmune antiviral local es-
tablece la formacién de un depdsito de virus en el
cerebro, vital para la dinamica viral. El animal infec-
tado persistentemente y en ausencia de signos clini-
cos de infeccion, permite una distribucién eficiente
por todo el parénquima del SNC y en las etapas fina-
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les de la enfermedad las altas cargas virales determi-
nan una mayor lesion neuronal. En consecuencia, las
terapias convencionales anti-retrovirales reducen la
carga viral sistémica pero no afectan la carga viral a
nivel cerebral. El SNC actiia como un compartimien-
to Unico de replicaciéon continua de lentivirus que
puede dar lugar a cepas con distinto neurotropismo
y/o neurovirulencia y actia como reservorio viral’.

El principal objetivo de este trabajo con-
siste en la demostracién de la accién de VIF en el
sistema nervioso de pacientes infectados en forma
natural. Este enfoque es original y también primor-
dial pues los aportes valiosos de muchos investi-
gadores que han trabajo en animales infectados
experimentalmente, requieren la demostraciéon
acerca de si en los pacientes espontaneos se pro-
ducen los mismos signos. Asimismo, por medio de
los estudios histopatoldégicos e inmunohistoquimi-
cos se pueden establecer el tipo de lesiones induci-
da por VIE Para evitar las confusiones que pueden
generar los agentes oportunistas, los que también
provocan signos neurolédgicos, es que se descar-
taron los pacientes que transitan la etapa final de la
enfermedad. El modo elegido para seleccionar los
pacientes en estudio fue la estadificacion, tal como
se puede apreciar en materiales y métodos.

MATERIALES Y METODOS
Poblacién en estudio

La poblacién en estudio estuvo represen-
tada por gatos infectados naturalmente con VIF
diagnosticados mediante la técnica de inmunocro-
matografia y confirmados por PCR, atendidos en el
Servicio a Terceros de Enfermedades infecciosas
felinas de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la UBA. Con el objetivo de determinar en qué fase
de la enfermedad estaba el gato infectado, se us6
la determinacion de la relacién CD4+/CD8+ por
medio de Citometria de flujo *°. Esta es la prueba
de oro para estadificar a los pacientes.

Las muestras de sangre con las células
ya marcadas (Mouse anti cat CD4+-FI-, Serotec y
Mouse anti Feline CD8+-ALPHA/BETA, RPE) son
analizadas a través de un citometro de flujo Becton
Dickinson FAC-Scalibur y dan informacién sobre el
porcentaje de los tipos celulares CD4+, CD8+. Cuan-
do de los resultados obtenidos de la muestra, el val-
or de la relaciéon CD4+/ CD8+4 resulta menor de 0,7
se considera que el paciente esta transitando la eta-

pa de SIDA. Los pacientes con una relacion CD4+/
CD8+ menor a 0,7 fueron descartados de este estu-
dio. También fue una condicién previa la exclusiéon
de aquellos pacientes con infecciones oportunistas
dado que en su patogenia podrian causar signos
neurolégicos. Se buscaron los oportunistas de may-
or frecuencia: Toxoplasma gondii, Cryptococcus neo-
formans, Mycbacterium bovis, Mycoplasma haemofe-
lis. Los animales afectados por oportunistas también
fueron separados del estudio.

Se conform6 un grupo de doce gatos VIF
+, infectados naturalmente, en fase asintomatica*
con signos neuroldgicos manifiestos. El nombre de
la fase “asintomatica” no implica que no hay signos,
generalmente son apenas perceptibles o muy sutiles
y no son detectados facilmente por los tenedores re-
sponsables de los gatos y por los clinicos no especial-
izados en el tema. A veces se requieren pruebas neu-
roldgicas y electrofisiologicas (Potenciales evocados
auditivos y visuales) para detectarlos. De los gatos
fallecidos de este grupo se tomaron muestras del
SNC y se acondicionaron apropiadamente hasta su
procesamiento en el laboratorio de Histopatologia
del Hospital Escuela y luego en el de Inmunohis-
toquimica, del area de Histologia de la FCV. UBA.

Histopatologia

Se efectuaron los procedimientos habit-
uales de inclusién en parafina, cortes de 4um y
las tinciones de hematoxilina-eosina para todas
las muestras de biopsia. Las muestras para el es-
tudio histopatoldgico y para inmunohistoquimica
fueron conservadas en formol bufferado.

Técnica de Inmuno-Histoquimica (IHQ)

Para confirmar la localizacién del virus
de inmunodeficiencia felina en las neuronas del
SNC de los gatos VIF+ se utilizé la técnica de In-
munohistoquimica (IHQ). La proteina p24 del VIF
es una proteina que se localiza en la envoltura del
virus y es util en el diagnéstico de la enfermedad.
La técnica de IHQ consiste en incubar tejido nerv-
ioso de los gatos VIF + con el anticuerpo primario
especificos contra la proteina p24 viral con una
molécula marcadora cromdgena. El fundamento
de esta técnica se basa en la reaccién enzima-sus-
trato que transforma un cromdgeno incoloro
en un producto final coloreado. La presencia de
determinada coloracién en la muestra de tejido
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parafinado permite la confirmacion de la presen-
cia viral en las células del tejido nervioso.

La técnica de IHQ que se implement6 en
este estudio es el Método de la Estreptavidina-Bioti-
na Marcada (Labelled Streptavidina Biotin: LSBA).
Es una técnica de método indirecto. Para identificar
al antigeno, en la muestra de tejido, se incuba con el
Ac primario especifico monoclonal (FIV p24 PAK3-
2C1, Santa Cruz Biotechnology, Inc). La reaccién
Ag-Ac es incolora y para poder demostrar su pres-
encia se lo enfrenta con un anticuerpo secundario
Anti Ac primario que esta conjugado con Biotina.
Este Ac secundario posteriormente forma un com-
plejo con moléculas de Estreptavidina marcada con
peroxidasa. La enzima peroxidasa que se utiliza
para catalizar la inmunoreaccion es el peréxido de
rabano picante. Al adicionar la diaminobencidina,
sustrato cromégeno de la enzima peroxidasa, da
como resultado de esta interaccidon un precipitado
coloreado insoluble revelando su presencia. Esta
inmunomarcacién positiva es ficilmente observ-
able al microscopio como un precipitado color
marrdén que permite identificar el lugar donde se
depositaron los complejos Ag Ac primario.

Evaluacion ética

Este trabajo fue aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad de Buenos Aires (CICUAL Protoco-
lo 2017/17). Los propietarios dieron su consen-
timiento firmado.

RESULTADOS
Observaciones histopatolégicas

En las muestras histopatoldgicas del SNC
de los gatos VIF+ en etapa asintomatica con si-
gnos neuroldgicos, la principal lesién patolégica
inducida por VIF fue una encefalitis similar a lo
reportado en pacientes infectados por VIH-1. Es-
tas lesiones eran muy sutiles.

Se observd proliferacion de la microglia
y astrocitos (gliosis). También se detectaron pro-
cesos degenerativos en la mielina. Estas infiltra-
ciones se observaron con mayor frecuencia en los
leptomeninges, cerca del plexo coroideo.

En la figura 1a se observa la infiltracién de
células mononucleares perivasculares en el cere-

bro. En la figura 1b se observan: Hiperemia y gliosis
difusas. Focos de satelitosis peri neuronal. Focos de
desmielinizacién, edema perivascular y moderada
vacuolizacién tisular de sustancia blanca. Ocasionales
focos de infiltrado linfoide perivascular. Neuronas
con picnosis nuclear, tigrolisis y acimulos intracito-
plasmaticos de lipofuscina. Las lesiones eran consis-
tentes con una encefalitis no supurativa moderada,
con cambios degenerativos crénicos secundarios.

la

16

Figura 1: Corte histolégico del Cerebro de gato VIF+ en
etapa de portador asintomatico con signos neurologi-
cos, tincion de HE 10x. la: Encefalitis con manguito
perivascular en el centro. 1b: Encefalitis no supurativa.

Resultados de THQ en el SNC

En las muestras de tejido del SNC las neu-
ronas (de diferentes tipos y tamarios) presentaron
inmunomarcaciéon (IM) citoplasmatica positiva y
nuclear negativa. Esta marca se mantuvo en aquellas
células que estaban sufriendo neuronofagia. Se en-
contraron células de la glia: cantidad variable, segtin
lazona de IM nuclear positiva. En zonas con presencia
de gliosis, la mayoria de los componentes celulares
presentaban IM nuclear positiva, habiendo presencia
también de células negativas. El mismo patrén se ob-
servo en las imagenes de satelitosis. En la sustancia
blanca con presencia de células de la glia se detectd
marcacion especifica de localizacion nuclear, sin mar-
ca especifica ni fondo (background) en la pared de los
vasos sanguineos ni en neuropilo. (Fig. 2)
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2a

2b

2c

2d

Figura 2. Corte histolégico de encéfalo de gato VIF+ infectado naturalmente con inmunohistoquimica (La-
belled Streptavidina Biotin para p24 de VIF), contratincién HE. Bar = 100pum. 2a: Se visualiza la inmunomar-
cacidn celular y ademds los vasos sanguineos del encéfalo. 2b: se detecta inmunomarcacién celular nuclear
y gliosis. 2c: se observa la inmunomarcacién positiva, infiltrado inflamatorio y neuronas con inmunomar-
cacion citoplasmatica positiva. 2d: control negativo.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El gato VIF+, en la etapa asintomatica de la
enfermedad, puede presentar alteraciones neurologi-
cas'. En esta investigacion los gatos VIF+ en la etapa
asintomatica de la enfermedad con signos neurolégi-
cos presentaron a nivel histoldgico del SNC una en-
cefalitis con infiltrado linfoplasmocitario de caracter
leve y se demostrd la presencia viral en el sistema
nervioso central por medio de inmunohistoquimica.

En la histopatologia, al igual que en es-
tudios previos, 38 se observd la presencia de
infiltrados celulares compuestos por linfocitos
pequeios y células plasmaticas. Estos se detectan
acompaifiados de infiltrados perivasculares, en el
cerebro, el cerebelo y en las meninges. El cuadro
celular caracteriza a la neuroinflamacién gen-
erando cuadros de encefalitis crénicas no gran-
ulomatosas y/o meningitis, las que producen si-
gnos neurolégicos leves o nulos en los pacientes
y hay también un dafio neurodegenerativo con
disminucién del nimero de neuronas'* **.

Sibien el compromiso neuronal ha sido en-
contrado previamente reportado por otros investi-
gadores en gatos infectados en forma experimen-
tal*>8en el presente estudio se han hallado similares
lesiones en gatos infectados en forma natural.

Del mismo modo que ocurre en los hu-
manos infectados por VIH, en el caso de VIF se pro-
duce una activacion neuroinmune, activacion de la
microglia y de los astrocitos, infiltraciéon con leu-
cocitos y produccion de citoquinas y proteasas. En
consecuencia, se detectaron cambios neuroinflam-
atorios en el SNC''%15, Los mencionados cambios
producen lesiones neuronales en el cerebro, en los
ganglios basales y a nivel de la corteza?.

En este estudio la técnica de IHQ se ha us-
ado con el fin de identificar el VIF en cortes de te-
jido nervioso procesado de forma rutinaria y para
mejorar la comprensién de la neuropatogenicidad
de la enfermedad®*3. La técnica de IHQ es utilizada
en numerosas investigaciones para determinar la
presencia del VIF en los gatos domésticos a nivel
del miocardio®, en las células inmunes de los cen-
tros germinales y en las regiones paracortical de
los linfon6dulos, en el infiltrado periarteriolar lin-
fatico del bazo, en las células mononucleares de la
lamina propia del intestino, en la mucosa asociada
a tejido linfoide en el ileon, en el timo, la médula
6seay el higado®3.

Los resultados de la IHQ revelaron desde
minimos cambios neuropatolégicos del SNC hasta
inflamacién con activacién microglial y degener-
acion-apoptosis neuronal lo que podria depender
de la cepa de VIF %1412,

Los resultados de este estudio demues-
tran la presencia del Ag viral a nivel del SNC. Esto
se fundamenta en que se detectaron neuronas con
IM citoplasmatica positiva y nuclear negativa. Se
encontraron células de la glia con IM nuclear pos-
itiva. En zonas con presencia de gliosis, la mayoria
de los componentes celulares presentaban IM nu-
clear positiva. El mismo patrén se observé en las
imagenes de satelitosis. En la sustancia blanca con
presencia de células de la glia se detecta marcaciéon
especifica de localizacién nuclear.

Como conclusion de este estudio podem-
os establecer que el virus produce, basicamente,
una encefalitis con infiltrado linfoplasmocitario
de caracter leve, que se traduce en signos clinicos
leves a inexistentes, los que a veces necesitan ser
confirmados por estudios neurolégicos y electro-
fisiolégicos. La IHQ demuestra la presencia del
virus ubicado en relacién con las lesiones histopa-
toldgicas halladas en el SNC. Esto indicaria que las
lesiones y las manifestaciones clinicas neurolégicas
en los gatos VIF + en etapa asintomatica son debi-
dos ala accién directa de VIE

La originalidad de los resultados de este
estudio, en cuanto a la identificacién de VIF por
[HQ, se fundamenta en que es la primera vez
que se reportan estos resultados en pacientes
infectados en forma natural, con signos neu-
rolégicos y cambios de comportamiento y que
la identificaciéon viral se concreta en relaciéon
con las lesiones histopatoldgicas de dichos paci-
entes. Esto permite corroborar la semejanza, en
este aspecto, entre la enfermedad experimental
y la natural o esponténea.
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