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Resumen

Como consecuencia del impacto en la salud publica que han tenido los
retrovirus humanos HTLV vy principalmente el VIH que induce el SIDA, la
investigactén en este campo se ha intensificado mucho en los GHimos 15
afios. Los retrovirus han sido implicados en un amplio espectro de
patologias en humanos v animales, v muchos de ellos inducen sindromes
de inmunodediciencia.

A pesar de que el BIV fue descrito nicialmente en 1972, tue hasta
mediados de la década de los 80, que se demostrd la importancia del BIV
como problema de salud animal. Recientemente las investigaciones se han
mtensiticado debido a la similitud de éste virus con el VIH, o que lo
convierte en un excelente modelo anmimal para investigaciones sobre la
mmunopatologia de la infeccion y desarrollo de vacunas, con la ventaja de
que también induce inmunodeficiencia cuando se mocula en congjos. Hasta
el momento no se cuenta con estudios adecuados sobre la inmunopatologia
de la infeccion en bovinos v no se sabe a ciencia cierta si es el BIV el que
induce la inmunosupresion o es el BLV, En nuestra experiencia en Costa
Rica, la mavoria de los animales tienen la doble infeccion, lo que hace
dificil determinar si uno, otro, o ambos virus son responsables de la

inmunosupresion.




v

Es por esta razon, que decidimos hacer el estudio in vitro con hintocitos de
ganado seronegativo, los cuales se infectaron con BIV, BLV v con ambos
virus simultaneamente para luego determunar la capacidad de preliferacion

de los linfocitos v asi poder sacar conclusiones en cuanto a la capacidad

imunosupresora de cada virus.




Objetivos

Estudiar in vitro el comportamiento tanto del Virus de Leucosis Bovina
como del Virus de Innumodetficiencia Bovina con ¢l fin de establecer si
tienen o no capacidad mmunosupresora v si dicha mmunosupresion es

dada por uno de los dos virus, o por ambos de una manera sinérgica.

Objetivos especificos:

1. Estandarizar un método colorimétrico para la determinacidn  de
proliferacion de linfocitos bovinos.

2. Determunar la capacidad inmunosupresora de los virus de lencosis
bovina ( BLV ) e inmunodetficiencia bovina ( BIV ) sobre los hinfocitos
bovinos estimulados con mitdégenos.

3. Determinar si la capacidad de inmunosupresion es consecuencia de la

infeccién por cada virus individualmente o si actan sinérgicamente.
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Introduccion

Los retrovirus (RV) son un grupo de virus pertenecientes a la familia
Retroviridae, la que se divide a su vez en tres subfamilias: Oncovirinae,
Lentivirinae vy Spumaviringe. En animales el nimero de enfermedades
causadas por estos virus es alto. En bovinos se han descrito por lo menos
tres retrovirus, uno de cada subfamilia.  Asi el Virus de Leucosis Bovina
(BLV) pertenece a la subtamilia Oncovirinae (Miller et al..1988) v causa
la leucosis bovina enzodtica, una entermedad que puede presentarse sin
manifestaciones clinicas, a veces presenta una fase de hniocitosis
persistente v raramente llega a mducir linfosarcoma; el Virus de
Inmunodeficiencia Bovina (BIV) pertenece a la subtamihia Lentivirinae.
{Van Der Maaten et al.. 1972:; Boothe and Van Der Maaten. 1974 ). el cual
muestra similitud genética v bioldgica con el Virus de Inmunodeticiencia
Humana (HIV) (Gonda et al. 1987) vy el Virus Smncicial Bovino,
perteneciente a la subfamilia Spumavirinae. (Malmquist et al., 1968).

Las infecciones por retrovirus en humanos y amimales han sido
extensamente estudiadas. Desde el descubrimiento del Virus de la
Leucemia de Células T (HTLV) (Poiesz et al.,1980) v posteriormente la
aparicion del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)Barre et

al.,1983), el interés por el estudio de los retrovirus aumenté notablemente.



Se han buscado modelos para los ensavos y el posterior desarrolio de
vacunas, no solo para humanos, sino también para animales. (Letvin,
1992).

En la immmunosupresion causada por los retrovirus, el espectro de
parametros celulares v humorales alterados, asi como la rapidez v grado de
descenso de los linfocitos depende de la relacion huésped-virus.

Existe con frecuencia un paraielismo estrecho entre susceptibilidad a las
acciones oncogénicas e inmunosupresoras del virus. Las bases genéticas y
fenotipicas de resistencia a la inmunosupresion causada por los retrovirus
han sido hasta ahora poco estudiadas.

Por lo general. la replicacion viral se lleva a cabo antes de que se presente
la inmunosupresion.  Sin embargo, en algunos modelos. se ha observado
cierto grado de supresion aun cuando la rephicacion viral nicid dias
después de la inoculacidn del wvirus. La inmunosupresion puede
desarrollarse poco después de la infeccion; pero en casos de fumores
avanzados inducidos por oncovirus, es mas severa cuando aumenta el
tiempo de infeccion. Este hecho es de interés por la latencia prolongada
que caracteriza a las infecciones por VIH.

Se ha propuesto que tanto el BLV como el BIV causan inmunosupresion en

el animal infectado. pero no se sabe con certeza si dicha inmunosupresidn



es producida por un sélo virus o por la accion sinérgica de ambos. En
Costa Rica, debido a que por lo general los animales estan infoctados
simultineamente con ambos  virus, se ha dificultado su estudio.
(Hidalgo..1994)

Este trabajo se disefi¢ para estudiar el efecto de ambos virus sobre
lintocitos de bovinos seronegativos, infectados in vitro con cada uno de
los virus v con una mezela de ambos. Con esto se pretende entender
mejor  su comportamiento v extrapolar  posibles  actividades
imunosupresoras; lo cual tiene mucha importancia debido a que {anto el
BIV como el BLV se encuentran presentes en un alto porcentaje de los

hatos de leche v de carne de Costa Rica. (Hidalgo., 1994)

Marco teorico

Los retrovirus son una familia de virus ARN que infectan vertebrados v que
se transmiten tanto vertical como horizontalmente. Las consecuencias
patoldgicas de la infeccién por retrovirus son diversas: muchos retrovirus
no son patogénicos, mientras que algunos inducen entermedades crénicas
(con largos periodos de latencia) entre las que se incluye cancer e

inmunodeficiencias. (Varmus, 1988)
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Los retrovirus se caracterizan porque se replican a través de un
mtermediario de ADN, en un proceso mediado por una ADN polimerasa
ARN-dependiente codificada por el virus, Hlamada transcriptasa reversa.
Los retrovirus también codifican las enzimas que dirigen la integracidn del
genoma viral en el ADN de la ¢élula huésped. El genoma viral integrado se

"

llama " provirus " v sirve como patron para la sintesis tanto de ARN
genomico viral como de los ARN mensajeros. (Varmus, 1988)

Los retrovirus son de morfologia heterogénea con tamaiios entre 90 v 130
nm de diametro. Tienen dos moléculas 1dénticas de ARN de banda simple v
de polaridad positiva que se encuentran envueltas en un nucleoide protéico,
el cual a su vez esta rodeado por una membrana lipidica. La membrana del
virus es tomada de la membrana celular de la célula huésped durante el
proceso de " gemacion " de las particulas virales. La membrana contiene
glicoproteinas de transmembrana codificadas por el wvirus, éstas se
proyectan hacia el exterior de la membrana v se observan como espiculas al

1"

microscopio electronico. Las moléculas de ARN viral tienen una " cap "en

el extremo 3° v una cola de poliadeninas en el extremo 3". Cerca de los
extremos tiene un complicado sistema de genes reguladores que controlan

Ja niciacion v progresion de la sintesis de ADN, mtegracion, transcripeion

del provirus en ARN. procesamiento y empacamiento de particulas virales.




El intermediario de ADN posee en cada extremo dos secuencias largas de
terminacion (LTR) que se forman por duplicacion de las secuencias U3
U3, Los LTR son importantes para la integracidn del retrovirus en el ADN
de la célula huésped. El provirus puede permanecer latente integrado en el
nticleo de la célula blanco por mucho tiempo, hasta que su expresion es
inducida por diferentes factores, tanto celulares como exdégenos. {Varmus,
1988)

El BLV es el retrovirus bovino mejor caracterizado {Ferrer.
1979, Malmquist., Van Der Maaten.. Boothe. 1968.. Cockerell et al.1992).
Este virus fue aislado por primera vez de hintocitos periféricos de un animal
con hnfosarcoma (Miller et al, 1969).

E1 BIV fue aislado por primera vez por Van Der Maaten v colaboradores en
1972 a partir de leucocitos v tejidos de una vaca Holstein con finfocitosis
persistente, hiperplasia folicular generalizada. lesiones del sistema nervioso
central, debilidad progresiva v emaciacidon. El aislamiento se produjo
durante la basqueda del agente causal del linfosarcoma bovino.

En Costa Rica el BIV fue diagnosticado por Hidalgo v colaboradores en
1994 en hatos de leche. Luego se aisld una cepa de BIV(CR1) (kidalgo v
col, 1994) la cual presento en Western blot el mismo patrén de bandas que

el virus de referencia R29,




Materiales vy Métodos

Materiales

¢ Muestras de sangre

Las muestras de sangre necesarias para extraer los linfocitos para el estudio
fueron suministradas por la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional. Para dicho propdsito se selecciond una ternera de 9
meses de edad, raza Holstein, la cual esta seronegativa para ambos virus v

que se encuentra permanentemente en dicha Escuela.

s Células.

Células FLK { rifion fetal de oveja )

Se utilizd la linea FLK infectada con BLV, las cuales se cultivaron con
medio de Eagle modificado por Dulbecco { BMEM ). suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10%. 50 ug/ml de estreptomisina, 100 UUl/ml de
penicilina, 2 mM de glutamina, 5 mM de 2- mercaptoetanol, 16 mM de
solucidon MEM de aminoacidos esenciales (Sigma), 45 mM de bicarbonato
de sodio, 0.8 mM de glucosa v 25 mM de N-(2-hidroexitietily piperazina-

N-(acido 2-etanosulténico) (HEPES).



Células EREP ( epitelio de embrién de conejo )
Las células se cultivaron de la misma manera que las anteriores.
Ambas lineas celulares se incubaron a 37°C en camara hiuneda v con una

atmoéstera al 6% de CO-

o Antigeno de BLV v BIV.
Sobrenadantes de los cultivos celulares se clarificaron a 10.000 g por 30
minutos a 4°C y luego se ultracentrifugaron a 90.000 g por 3 horas en un

rotor Beckman type 28 a 4°C. El botdon de particulas virales se resuspendio

en 1 ml de solucidon balanceada de fosfatos de pH 7.2 (PBS) estéril.

e Mitogeno
Se utilizaron soluciones de Fitochemaglutimna-M (PHA-M, Sigma) v de
Concanavalina A (Con-A. Sigma), las cuales se titularon en

conceniraciones tinales entre 1 v 30 ug/ml.
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Métodos.

Obtencion de linfocitos.

Se utihizd sangre arterial o venosa obtenida en tubos estériles al vacio v
anticoagulada con heparina. Las muestras de sangre se trasiadaron o antes
posible al laboratorio para separar las células mononucleares por medio de
un gradiente de Ficoll Hypaque. Se procedioé a diluir la sangre 1:2 con PBS
v s¢ colocaron sobre un colchén de 2 ml Ficoll-Hypaque 1.044 (Sigma) al
5%. Se centrifugd a 1.800 rpm por 45 minutos a 20°C. La banda de
células mononucleares se transiirié a otro tubo cdnico v se lavd con PBS
estéril pH 7.2. Posterior a los lavados. se resupendio el boton de células en
RPMI (Sigma) sin suero fetal bovino y sin rojo de fenol. suplementado de
igual forma que el DMEM. Se contaron en camara de Neubauer diluidos
1:2 en colorante azul tripan para verificar viabilidad v se ajustaron a 1x10°,
2.5x10% v 5x10” células por ml para determinar la concentracidn adecuada

para el ensayo.

Inoculacion de los cultivos celulares con virus.

Las lineas celulares se cultivaron en botellas de plastico de 150 ml. con 25
ml. de medio DMEM v 5 ml de BLV v BIV respectivamente. Se hicieron

pasajes de las lineas celulares hasta detectar en el caso del BIV algtin efecto
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citopatico y en el caso del BLV un Western biot positivo. Estos cultivos
posifivos se siguieron cultivando hasta obtener un volumen de

sobrenadante de 100 ml. Aproximadamente.

Ensayo de Linfoproliferacion.

Se colocaron por triplicado 200 ul de las suspenciones de lnfocitos
preparadas anteriormente. en placas de 96 pozos fondo en " 1] " Se
agregaron Con A vy PHA como mitégenos en diferentes concentraciones (
1,5, 10, 12.5, 25, 30, ug/'m! ) para deternynar tanto la concentracién mas
adecuada, como el mitdgeno que produce la maxima estimulacion.

Los linfocitos se incubaron a 37°C y en presencia de una atméstera al 6%

de CO, por 48 horas.

Ensayo de Inmunosupresion

Para determinar s1 los virus antes mencionados tienen o no capacidad
inmunosupresora, se colocaron por triplicado, en las placas de 96 pozos
preparadas anteriormente, concentraciones de 2. 3 v 10 mg/ml de cada
virus en forma individual v de ambos virus juntos. Para determinar las
concentraciones dptimas de virus a utilizar, se hizo una curva de

-

calibracién con albumina con concentraciones de 5 a 25 mg/ml v se
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interpolaron las councentraciones de los virus. Las concentraciones de
proteinas virales a utilizar deben ser menores de 235 mg/ml para evitar

estimulaciones inespecificas.

Western blot para la determinacion de BLV

Se realiz6 una electroforesis siguiendo el método de Laemmli
(Laemmii, 1970) en geles discontinuos de poliacrilamida (PAGE) con 3%
de dodecil sulfato de sodio (SDS). Se utihzd un gel espaciador al 3% v un
gel separador al 10%. La electroforesis de las proteinas virales se realizo
en una camara electroforética (SIGMA) a una corriente constante de 20
mA, por aproximadamente 2 horas. f.as proteinas separadas
electroforéticamente se transfirieron en una camara de transferencia a hojas
de nitrocelulosa con un buffer de pH 8.3 de 0.025 M de Tris, 0.19 M de
glicina v 20% de metanol. Se aplicd una corriente constante de {50 mA
por 4 horas. Posteriormente se hicieron lavados del papel de nitrocelulosa
con una solucién de PBS. Tween 20 v caseina al 1% (bufter de lavado)
durante toda la noche.

Al dia siguiente, se puso a reaccionar con un suero positivo para BLV por 2
horas, se hicieron 3 lavados v posteriormente se agregd proteina G

7

peroxidasa (diluida 1:500 en buffer de lavado) v se mcubo toda la noche a




-

4°C. Para revelar la reaccion se utilizé el sustrato 3.3 diamino-benzidina
(DAB) a una concentracion de 0.5 mg/ml en PBS, 0.5 ml. de DMSO v
0.03% de perdéxido de hidrégeno.  La reaccion se detuve con dcido

clorhidrico (HCL) 1 mM cuando se observaron bandas de color caié-rojizo.

Determinacion colorimétrica

Se utilizé una modificacién del método descrito por Mesén v
colaboradores. (Mesén et al,1993)

Para tal fin, se agregaron 30 ul por pocillo de una solucién fresca de la sal
de tetrazol 2.3 bis ( 2Z-methoxi-4-nitro-3-sulfofenil ) 5 fenilaminocarbonil
2H-tetrazol hidréxado ( XTT ) a una concentracion de | mgmi en PBS
estéril v a 37°C v como catalizador se utilizé6 N- metilfenacina metasulfato
( PMS ) a una concentracion de 0.01-0.02 M en PBS esténl. a 37°C. Las
células se incubaron de nuevo por 2 horas a 37°C en oscuridad v luego se

cuantiticod el cambio en el color en un lector Dyno tech (Kinetic Analizer,

Diagnostic Products Corporation) a una longitud de onda de 490 am.



Resultados

Numero optimo de linfocitos

Las determinaciones iniciales del nimero optimo de linfocitos por pozo.
para la estandarizacion del método, dieron como resultado que el uso de
500.000 células por mililitro mostraba la mayor diferencia entre linfocitos

estimulados v linfocitos no estimulados.

Mitogeno seleccionado

Se hicieron experimentos por tripiicado para determinar el mitégeno que
produce la maxima estimulacion v la concentracion mas adecuada del
mismo.

Se determund que el mejor mitdgeno para estimular linfocitos bovinos es la

PHA-M, a una concentracion de 10 ug/ml

Obtencion de antigenos virales
Para la obtencidon de los antigenos virales se utilizaron cultivos de dos
lineas celulares: células FLK para la obtencion de BLV y células EREP

para BIV. Estas células son permisivas a la replicacion del virus.
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La replicacion del BIV en las células EREP se evidencié por el efecto

cifopatico caracteristico que se muestra en la fotografia 1.

Fotografia 1. Efecto citopatico caracteristico producido por el BIV en un

culivo de células EREP. Se observa una induccion de sincicios,
caracteristica de la infeccion productiva, debido a la fusion celular inducida

por el virus.






Determinacion de linfoproliferacion e inmunosupresion

La Imfoproliferacion se determiné colocando linfocitos con mitégeno v sin
virus, la densidad oOptica que se obtuvo corresponde al 100% de
estimulacion.

Las figuras 1 v 2 muestran los patrones de inhibicion, expresados en
porcentaje, de las pruebas de inmunosupresion. En la figura 1, los
porcentajes de inhibicion de la estimulacion van de un 200% a un 270%
para el caso del BLV, la mayvor inhibicién se presenta cuando la
concentracion viral es de 10 mg/ml. Para el caso del BIV los porcentajes de
mhibicion varian entre un 186% hasta un 245%, presentandose también la
mayor inhibicién cuando la concentracidon de BIV es mavor. Cuando se
utilizaron los dos virus juntos, los porcentajes variaron entre un 184% vy un
214%, sin embargo, en este caso. la concentracion viral de 5.0 mg/ml
presentd menor inhibicion que la concentracion de 2.0 mg/ml.

En la figura 2, los porcentajes para BLV varnaron de un 72%: hasta un
145%, correspondiendo la mavor inhibicidn con la mayor concentracion
viral. En el caso del BIV. los porcentajes van de un 70% a un [1006%, sin
embargo. la concentracion de 5.0 mg/ml presentd la menor inhtbicién: vy la

mezcla de ambos virus presentd inhibiciones que van desde un 69% hasta




un 85%, presentandose la menor inhibicidn a una concentracion de
antigeno viral de 10.0 mg/mi.

Para la obtencién de dichos porcentajes se utilizaron como blancos
linfocitos s mitdgeno { 0% de estimulacion ) v se caleulo la diferencia con
los linfocitos con mitdogeno pero sin virus (100% de estimulacién ). Para
corroborar que restos de los cultivos celulares no eran responsables de
dicha inmunosupresion, se colocaron linfocitos con clarificados de las
células sin mfectar para ver el efecto celular sobre los linfocitos. Fsto pudo
llevarse a cabo solamente con las células EREP. va que las céiulas FLK son
una linea celular infectada persistentemente con BLV.

Como se puede observar. tanto el BIV como el BLV por separado como

ambos virus juntos inducen supresion, en un mayor o menor grado.



















experimentos se presentaron dos patrones de inmunosupresion, v no se
puede generalizar a todo el ganado. Las variaciones en los porcentajes de
inhibicion de la estimulacion de un experimento a otro se pueden deber a
condiciones propias de la vaca, tales como presencia de infecciones, estados
de estrés v aplicacion de tratamientos experimentales en la Escuela de

Vetermaria.
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