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Resumen 

Como consecuencia del impacto en la salud pública que han tenido los 

retrovirus humanos HTLV y principalmente el VIH que induce SIDA ]a 

investigación en este campo se ha intensificado mucho en los últimos 15 

años. Los retrovirus han sido implicados en un amplio espectro de 

patologías en humanos y animales, y 1nuchos de el1os inducen síndromes 

de inmunodeficiencia. 

A pesar de que el BIV fue descrito inicialmente en 1972, fue hasta 

mediados de la década de los 80, que se demostró la importancia del BIV 

como problema de salud animal. Recientemente las ínvcstigacioncs se han 

intensificado debido a la similitud de éste virus con el VII-L to que lo 

convierte en un excelente modelo animal para investigaciones sobre la 

inmunopatología de la infocción y desarrollo de vacunas, con la ventaja de 

que también induce inmunodeficiencia cuando se inocula en conejos. Hasta 

el momento no se cuenta con estudios adecuados sobre la inmunopatología 

de la infocción en bovinos -y no se sabe a ciencia cic1ta si es e:l BIV el que 

induce la inmunosupresión o es el BL V. En nuestra experiencia en Costa 

Rica, la mavoría de los animales tienen la doble infocción. lo eme hace 
, ,./ - ..L 

dificil determinar s1 uno, otro, o ambos virus son responsables de la 

inmunosupresión. 
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Es por esta razón, que decidimos hacer el estudio in vi/ro con iin.focitos de 

ganado seronegatívo, los cuales se infectaron con BIV, BL V y con ambos 

virus simultáneamente para luego determinar la capacidad de proiiforación 

de los linfocitos y así poder sacar conclusiones en cuanto a la capacidad 

inmunosupresora de cada virus. 



Objetivos 

Estudiar in vitro el comportamiento tanto del Virus de Leucosis Bovina 

como del Virus de Innumodeficiencia Bovina con el fin de establecer si 

tienen o no capacidad inmunosupresora y si dicha inmunosupresión es 

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

Objetivos específicos: 

1. Estandarizar un método colorimétrico para la determinación de 

proliferación de linfocitos bovinos. 

2. Determinar la capacidad inmunosupresora de los virus de lcucosis 

bovina ( BLV ) e inmunodeficiencia bovina ( BIV ) sobre los linfocitos 

bovinos estimulados con mitógenos. 

3. Determinar si la capacidad de in:munosupresión es consecuencia de la 

infección por cada virus individualmente o si actúan sinérgicarnentc. 
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Introducciún 

Los retnJvirus (RV) son un grupo de virus pertenecientes a 1a familia 

Retroviridae, la que se divide a su vez en tres subfamilias: Oncovirinae, 

Lenfivirinae y 5¡nanavirinae. En animales el número de enfonnedades 

causadas por estos virus es alto. En bovinos se han descrito por lo menos 

tres retrovirus, uno de cada subfamilia. Así el Virus de Leucosis Bovina 

(BL V) pertenece a la subfamilia Oncovirinae (I\,1iller et aL 1988) y causa 

la leucosis bovina enzoótica, una enformedad que puede presentarse sin 

manifostaciones clínicas: a veces presenta una fase de lini<)citosis 

persistente )' raramente llega a inducir lini<Jsarconia; el Vírus de 

Inmunodeficiencia Bovina (BIV) pertenece a la subfamilia Ienlivirinae, 

(Van Der Maaten et aL 1972: Boothe and Van Der :tv:IaatenJ 974 ), el cual 

muestra similitud genética y biológica con el Virus de Inmunodcticiencia 

Humana (HIV) (Gonda et aL 1987) y el Virus Sincicial Bovino, 

perteneciente a la subfamilia Spumavirinae. (I'vfalmquist et aL 1968 ). 

Las infecciones por retrovirus en humanos y animales han sido 

extensamente estudiadas. Desde el descubrimiento del Virus de la 

Leucemia de Células T (HTL V) (Poiesz et al., 1980) y posteriormente la 

aparición del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)(Barre et 

al., 1983 ), el interés por el estudio de los retrovirus aumentó notablemente. 
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Se han buscado modelos para los ensay·os y el posterior desarrollo de 

vacunas, no sólo para humanos, s1.no también para animales, (Letvin, 

1992). 

En la ínmunosupresión causada por los retrovirus, el espectro de 

parámetros celulares y humorales alterados, así como la rapidez y grado de 

descenso de los linfocitos depende de la relación huésped-virus. 

Existe con frecuencia un paralelísmo estrecho entre susceptibilidad a las 

acciones oncogénicas e inmunosupresoras del Yirus. Las bases genéticas y 

fenotípicas de resistencia a la inmunosupresión causada por los retrovirus 

han sido hasta ahora poco estudiadas. 

Por lo general, la replicación viral se lleva a cabo antes de que se presente 

la inmunosn¡1resión. Sin embargo, en algunos modelos, se ha observado 
'-- ~ 

cierto grado de supresión aún cuando la repl1cación viral inició días 

después de la inoculación del virus. La inmunosupresión puede 

desarrollarse poco después de la infección; pero en casos de tumores 

avanzados inducidos por oncovirus, es más severa cuando aumenta el 

tiempo de infección. Este hecho es de interés por la latencia prolongada 

que caracteriza a las infecciones por VIH. 

Se ha propuesto que tanto el BL V como el BIV causan inmunosupresión en 

el animal infectado, pero no se sabe con certeza si dicha inmunosupresión 
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es producida por un sólo virus o por la acción sinérgica de ambos. En 

Costa Rica, debido a que por lo general los animales están mfoctados 

simultáneamente con ambos v1rus, se ha dificultado su estudio. 

(Hidalgo., 1994) 

Este trabajo se diseüó para estudiar el efocto de ambos virus sobre 

linfr1citos de bovinos seronegativos, infoctados in vitro con cada uno de 

los virus y con una mezcla de ambos. Con esto se pretende entender 

meJor su comportamiento y e:\..1Tapolar posibles actividades 

mmunosupresoras; lo cual tiene mucha importancia debido a que tanto el 

BIV como el BL V se encuentran presentes en un alto porcentaje de los 

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

J\1iarco teórico 

I..,os retrovirus son una familia de virus ARN que infectan vertebrados y que 

se transmiten tanto vertical como horizontalmente. Las consecuencias 

patológicas de la infección por retrovirus son diversas: muchos retrovirus 

no son patogénicos, mientras que algunos inducen enformedades crónicas 

( con largos períodos de latencia) entre las que se incluye cáncer e 

inmunodeficiencias. (Vannus, 1988) 
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Los retrovirus se caracterizan porque se replican a través de un 

intermediario de ADN, en un proceso mediado por una ADN polimerasa 

ARN-dependientc codificada por el virus, llamada transcriptasa reversa. 

Los retrovirus también codifican las enzimas que dirigen la integración del 

genoma viral en el ADN de la célula huésped. El genoma viral integrado se 

llama " provirus " y sin.le como patrón para la síntesis tanto de ARN 

genómico viral como de los ARN mensajeros. (Vannus, 1988) 

Los retrovirus son de morfi1logía heterogénea con tamafios entre 90 v 130 ...., ~ . 

nm de diámetro. Tienen dos moléculas idénticas de ARN de banda simple y 

de polaridad positiva que se encuentran envueltas en un nuc]eoide protéico, 

el cual a su vez está rodeado por una membrana lipídica. La mernbrana del 

virus es tomada de ]a membrana celular de la célula huésped durante el 

proceso de " gemación " de las partículas virales. La membrana contiene 

glicoproteínas de transmembrana codificadas por el virus. éstas se 

proyectan hacia el eAierior de la membrana y se observan como espiculas al 

microscopio electrónico. Las moléculas de ARN viral tienen una II cap II en 

el eAiremo 5' y una cola de poliadeninas en el extremo 3 '. Cerca de los 

extremos tiene un complicado sistema de genes reguladores que controlan 

la iniciación y progresión de la síntesis de ADN, integración, transcripción 

del provirus en ARN, procesamiento y empacamiento de partículas virales. 



El intermediario de .Ai_DN posee en cada extremo dos secuencú1s largas de 

terminación (LTR) que se fr)nnan por duplicación de las secuencias U3 y 

U5. L.os LTR son importantes para la integración del retrovirus en el ADN 

de la célula huésped. El provirus puede permanecer latente integrado en el 

núcleo de la célula blanco por mucho tiempo, hasta que su expresión es 

inducida por diforentes factores, tanto celulares como exógenos. (Varmus, 

1988) 

El BL V es el retrovirus bovino meJor caracterizado (Ferrer. 

1979.,:MalmquisL Van Der Maaten., Boothe, 1968.,Cockerell et aL I 992). 

Este virus fue aislado por primera vez de linfocitos peritericos de un anima] 

con linfosarcoma (Miller et aL 1969 ). 

El BIV fi1e aislado por primera vez por Van Der Maaten y colaboradores en 

1972 a partir de leucocitos y tejidos de una vaca Holstein con lini<)citosis 

persistente, hiperplasia Í<)licular generalizada, lesiones del sistema nervioso 

central, debilidad progresiva y emaciación. El aislamiento se produjo 

durante la búsqueda del agente causal del linfosarcoma bovino. 

En Costa Rica el BIV fue diagnosticado por Hidalgo ~/ colaboradores en 

1994 en hatos de leche. Luego se aisló una cepa de BIV(CRl) (hidalgo y 

coL 1994) la cual presentó en ·w estcrn blot el mismo patrón de bandas que 

el virus de reforencia R29. 



Materiales Y 1\/Iétodos 
•' 

Materiales 

• I\luestras 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 propósito se seleccionó una ternera de 9 

meses de edad, raza Holstein, la cual está seronegativa para ambos virus y 

que se encuentra permanentemente en dicha Escuela. 

• Células. 

Células FLK ( riüón fotal de oveja ) 

Se utilizó la línea FLK infoctada con BL V, las cuales se cultivaron con 

medio de Eagle modificado por Dulbecco ( DMEiv1 ), suplementado con 

suero fetal bovino ( SFB) al l O°-o, 50 ug/ml de estreptomisina, l 00 l JVml de 

penicilina, 2 mM de glutamina, 5 1111"1 de 2- mercaptoetanol, 1 O miv1 de 

solución MEM de aminoácidos esenciales (Sigmat 45 mM de bicarbonato 
., 1,..,, ,,. 

de sodio, 0.8 mNI de glucosa y 25 mI\-1 de N-(2-hidroexitietil) pipcrazina

N-( ácido 2-etanosulfónico) (HEPES). 
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Células EREP ( epitelio de embrión de conejo ) 

Las células se ctlltiYaron de la misma manera que las anteriores. 

Ambas líneas celulares se incubaron a 3 7°C en cámara húmeda v con una 

atmósfera al 6°0 de C02 

• Antígc-no de BL V y BIV. 

Sobrenadantes de los cultivos celulares se clarificaron a 10.000 º' por 30 

minutos a 4ºC y luego se ultracentrifngaron a 90.000 g por 3 horas en un 

rotor Beckman (vpe 28 a 4ºC. El botón de partículas virales se resuspendió 

en 1 ml de solución balanceada de fosfatos de pH 7 .2 (PBS) estéri i. 

• ~1itógeno 

Se utilizaron soluciones de Fitohemaglutinina-M (PHA-M, Sigma) y de 

Concanavalina A (Con-A Sigma), las cuales se titularon en 

concentraciones finales entre l y 50 ug.iml. 
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Métodos. 

Obtención de linfocitos. 

Se utilizó sangre arterial o venosa obtenida en tubos estériles al vado y 

anticoagulada con heparina. Las muestras de sangre se trasladaron lo antes 

posible al laboratorio para separar las células mononucleares por medio de 

un gradiente de Ficoll Hypaque. Se procedió a diluir la sangre l :2 con PBS 

y se colocaron sobre un colchón de 2 mJ Ficoll-Hypaque 1.044 (Sigma) al 

5~/ó. Se centrifugó a 1.800 rpm por 45 minutos a 20ºC. La banda de 

células mononucleares se transfirió a otro tubo cónico y se la-vó con PBS 

estéril pH 7.2. Posterior a los lavados, se resupendió el botón de células en 

RPMI (Sigma) sin suero fotal bovino y sin rojo de fenol, suplementado de 

igual forma que el DMEM. Se contaron en cámara de Neubaucr díluídos 

l :2 en colorante azul tripán para verificar viabilidad y se ajustaron a l xl 05
,, 

2.5xl05 
)/ 5xl05 células por ml para determinar la concentración adecuada 

para el ensayo. 

Inoculación de los cultivos celulares con virus. 

Las líneas celulares se cultivaron en botellas de plástico de 150 rnl. con 25 

ml. de medio DMEM y 5 ml de BL V y BIV respectivamente. Se h1cieron 

pasajes de las líneas celulares hasta detectar en el caso del BIV a]gún efecto 
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citopático y en el caso del BL,V un Western blot positivo. Estos cultivos 

positivos se siguieron cultivando hasta obtener un volumen de 

sobrenadante de 100 ml. Aproximadamente. 

Ensayo de Linfoproliferación. 

Se colocaron por triplicado 200 ul de las suspenc10nes de linfocitos 

preparadas anteriormente. en placas de 96 pozos Í<)ndo en n U !! Se 

agregaron Con A y PHA como mitógenos en diforentes concentracíones ( 

L 5, 10, 12.5, 25, 50, ugiml ) para determinar tanto la concentración mas 

adecuada. como el mitógeno que produce la máxima estimulación. 

Los linfi)Citos se incubaron a 37ºC ·y en presencia de una atrnóstera al 6°0 

de C02 por 48 horas. 

Ensayo de Inmunosupresión 

Para determinar si los virus antes mencionados tienen o no capacidad 

inmunosupresora, se colocaron por triplicado, en las placas de 96 pozos 

preparadas anteriormente. concentraciones de 2, 5 y l O mgitnl de cada 

virus en forma individual y de ambos virus juntos. Para determinar las 

concentraciones óptimas de virus a utilizar. se hizo una curva de 

calibración con albúmina con concentraciones de 5 a 25 mgirnl y se 
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interpolaron las concentraciones de los virus.. Las concentraciones de 

proteínas virales a utilizar deben ser menores de 25 mg/ml para e·vitar 

estimulaciones incsnccíficas. - j_ 

Western blot para la determinación de BL V 

Se realizó una electroforesis siguiendo el método de Laemmli 

(Laemrnli.1970) en geles discontinuos de poliacrilamida (PAGE) con 5~ó 

de dodecil sulfato de sodio (SDS ). Se utilizó un gel espaciador al 5% y un 

gel separador al l O?.<). La electroforesis de las proteínas virales se realizó 

en una cámara electrofi:lrética ( SIGMA) a una corriente constante de 20 

mA por aproximadamente 2 horas. Las proteínas :,:eparadas 

electrofóréticamente se transfirieron en una cámara de transferencia a hojas 

de nitrocelulosa con un buffer de pH 8.3 de 0.025 M de Tris, O. I 9 M de 

glicina y 20% de metanol. Se aplicó una corriente constante de 1 50 mA 

por 4 horas. Posteriormente se hicieron lavados del papel de nitrocelulosa 

con una solución de PBS, TYveen 20 y caseína al l °o (buffer de lavado) 

durante toda la noche. 

Al día siguiente, se puso a reaccionar con un suero positivo para BLV por 2 

horas, se hicieron 3 lavados y posteriormente se agregó proteína G 

peroxidasa (diluida 1: 500 en buffer de lavado) y se incubó toda la noche a 
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4ºC. Para revelar la reacción se utilizó el sustrato 3,3 diamino-benzidina 

(DAB) a una concentración de 0.5 mg/mJ en PBS, 0.5 ml. de DMSO v 
,.._, J • 

0.03°0 de peró:'Üdo de hidrógeno. La reacción se detuvo con ácido 

clorhídrico (HCL) l mM cuando se observaron bandas de color ca.fe-rojizo. 
. -

Determinación colorimétrica 

Se utilizó una modificación del método descrito por rAesén ;r 

colaboradores. (Mesén et al, 1993) 

Para tal fin, se agregaron 50 ul por pocillo de una solución fresca de la sal 

de tetrazol 2,3 bis ( 2-methoxi-4-nitro-5-sulfofenil ) 5 fenilaminocarbonil 

2H-tetrazol hidróxido ( XTT ) a una concentración de l mg ml en PBS 

estéril va 37'::,C \. como catalizador se utilizó N- metiJfonacina metasulfüto -· . 

( PMS ) a una concentración de 0.01-0.02 M en PBS estériL a 3T'C. L,as 

\ células se incubaron de nuevo por 2 horas a 37°C en oscuridad y luego se 

cuantificó el cambio en el color en un lector Dyno tcch (Kinetic i'\nalizer, 

Diagnostic Products Corporation) a una longitud de onda de 490 nm. 
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Resultados 

-'l·fuuero ópfuuo de linfocitos 

Las determinaciones iniciales del número óptimo de linfr)citos por pozo. 

para la estandarización del método, dieron como resultado que el uso de 

500.000 células por mililitro mostraba la mayor diforencia entre linfr)cÚos 

estimulados y linfocitos no estimulados. 

l\fitógeno seleccionado 

Se hicieron experimentos por triplicado para determinar el mitógcno que 

produce la máxima estimulación v la concentración más adecuada del 

nusmo. 

Se determinó que el mejor mitógeno para estimular linfocitos bovinos es la 

PHA-M, a una concentración de 1 O ugiml 

Obtención de antígenos ,irales 

Para la obtención de los antígenos virales se utilizaron cultivos de dos . ~ 

líneas celulares: células FLK para la obtención de BL V y células EREP 

para BIV. Éstas células son permisivas a la replicación del virus. 
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La replicación del BIV en las células EREP se evidenció por el efecto 

citopático característico que se muestra en la fotografia 1. 

~ ■ - ' 

·: :~·· · _ _ ._··. ·~~ , · .. 

-~ _. ·~~ . 

_.,,... ~ - . 

Fotografia 1. Efecto citopático característico producido por el BIV en un 

cultivo de células EREP. Se observa una inducción de sincicios, 

característica de la infección productiva, debido a la fusión celular inducida 

por el virus. 
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Por otra parte, la replicación del BL V se evidenció por medio de Western 

blot, como se muestra en la fotografia 2. 

g ' -,( --i , .. • 

. .J 1 

1 1 

' 1 
' 1 • • 

.- ~ l _. 

Fotografia 2. Western blot del virus de leucosis bovina utilizado para los 

experimentos ( 3 ) y la cepa de referencia ( 2 ). 

Los antígenos virales clarificados y ultracentrifugados se utilizaron para 

realizar las pruebas de linfoproliferación. 

Obtención de la concentración óptima de antígeno viral 

Se determinó que las concentraciones óptimas de antígenos virales eran de 

2.0, 5.0 y 10.0 mgíml. 
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Determinación de linfoproliferación e irununosupresión 

La linfoproliforación se determinó colocando linfocitos con mitó}1cno v sin 
~~ .... 

Yirus, Ia densidad óptica que se obtuYo corresponde al l OOºo de 

estimulación. 

Las figuras 1 v 2 muestran los patrones de inhibición, expresados en 

porcentaje, de las pruebas de inmunosupresión. En la figura 1, los 

porcentajes de inhibición de la estimulación van de un 200°0 a un 270°0 

para el caso del BLV; la mayor inhibición se presenta cuando la 

concentración viral es de l O mg/ml. Para el caso del BIV los porcentajes de 

inhibición varían entre un 186°0 hasta un 245~0, presentándose también la 

mayor inhibición cuando la concentración de BIV es mayor. Cuando se 

utilizaron los dos virus juntos, los porcentajes 'Variaron entre un 184°.,o :,1 un 

214 ° o, sin cm bargo, en este caso, la concentración viral de 5. O mg"inl 

presentó menor inhibición que la concentración de 2.0 mgiml. 

En la figura 2, los porcentajes para BL V variaron de un 72° o hasta un 

145º0, correspondiendo la mayor inhibición con la mayor conct-:ntración 

YiraL En el caso del BIV, los porcentajes van de un 70% a un 106° o, sin 

embargo, la concentración de 5.0 mg/ml presentó la menor inhibición~ y la 

mezcla de ambos virus presentó inhibiciones que van desde un 69° o hasta 
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un 85º o, presentándose la 1nenor inhibición a una conccn1rución de 

antígeno viral de l O.O 111g/rnl. 
~ ~ 

Para la obtención de dichos porcentajes se utilizaron como blancos 

linfocitos sin mitógeno ( 0% de estimulación ) v se calculó la diforencia con 
~ , . 

los linfr)citos con mitógeno pero sin virus ( l 00°/o de estimulaóón ). Para 

corroborar que restos de los cultivos celulares no eran responsables de 

dicha inmunosupresión, se colocaron linfocitos con clarificado~: de las 

células sin infectar para ver el efecto celular sobre los linfocitos. Esto pudo 

llevarse a cabo solamente con las células EREP. ya que las céiulas FLK son 

una línea celular infoctada persistentemente con BL V. 

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

ambos virus juntos inducen supresión, en un mayor o menor grado. 
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~igura 1: Gráfico del porcentaje de inhibición de 
la esti1nulación linf ocítica frente a diferentes 

concentraciones de virus. 
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igura 2: Gráfico del porcentaje de inhibición de 
la estimulación linf ocítica frente a diferentes 

concentraciones de virus. 
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experimentos se presentaron dos patrones de inmunosupresión, y no se 

puede generalizar a todo el ganado. Las variaciones en los porcentajes de 

inhibición de la estimulación de un experimento a otro se pueden deber a 

condiciones propias de la vaca, tales con10 presencia de infocciones, estados 

de estrés y aplicación de tratamientos experimentales en la Escuela de 

Veterinaria. 
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