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RESUMEN

Se sabe que el Herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1) tiene prevalencia mundial y es
capaz de establecer infecciones latentes. En diferentes paises se han realizado varios
experimentos para encontrar una manera eficaz de evitar la infeccion, presentacion
de lesiones asi como la eliminacion viral. En este trabajo se propuso la utilizacién
terapéutica del extracto dializable de leucocitos (DLE) en un modelo murino de
infeccion con EHV-1. Primero se logro aislar virus de campo a partir del macerado de
tejidos de un feto equino abortado. Esto fue confirmado por inmunodifusion en gel
de agar y por microscopia electrénica. Posteriormente se hizo una cinética de
infeccidn por via intranasal (IN) y se encontraron lesiones tanto en pulmén como en
higado, las lesiones mds severas se presentaron a los dias 7 y 11 post infeccion (p. i.) y
hubo diferencia entre grupos en la ganancia de peso (p<0.05). Se hizo un nuevo
ensayo administrando 2pg/dia de DLE por 5 dias iniciando al mismo tiempo que la
infeccién con EHV-1. De aqui se noté una tendencia a la disminucién en el nimero
de muestras con neumonia intersticial y focos necrdticos discretos en higado
(p>0.05). Por ultimo se compard entre vias de infeccidén intraperitoneal (IP) e
intrasanal y se observaron lesiones pulmonares y hepaticas independientemente de
la via utilizada, ademas de que nuevamente se encontraron diferencias entre el peso
de los grupos (p<o.o1). La disminucion en la presentacion de lesiones a causa del
DLE concuerda con modelos de herpes humano y tuberculosis. Es de interés ver el
tropismo hepatico del virus aislado, que puede estar relacionado con la cepa
involucrada. Este trabajo sienta las bases para evaluaciones moleculares del papel

inmunomodulador del DLE, utilizando un niimero mayor de animales.

Palabras clave: Extracto dializable de leucocitos, Herpesvirus equino tipo 1, modelo

murino.



ABSTRACT

It is known that equine Herpesvirus-1 (EHV-1) is prevalent worldwide and is capable
of establishing latent infection. In different countries many experiments have been
performed in order to find an effective way to avoid infection, lesion appearing as
well as viral shedding. Therapeutic usage of dialyzable leukocyte extract (DLE) in a
murine model of infection with EHV-1 is proposed in this work. First, a field viral
isolation from macerated tissues from an aborted fetus was achieved. This was
confirmed by agar gel immunodiffusion and by electronic microscopy. Subsequently,
an intranasal infection (IN) kinetics assay was performed where pulmonary and
hepatic lesions were found with a peak at days 7 and 11 post infection (p. i.). as well
as a difference in weight gain between groups (p<0.05). A new assay was carried out
administering 2pg/day of DLE for 5 days starting at the same time that the EHV-1
infection. The result was a tendency to decrease in the number of samples
presenting interstitial pneumonia and mild hepatic focal necrosis (p>0.05). Finally, a
comparison of intraperitonal (IP) and intranasal routes of infection was made where
pulmonary and hepatic lesions were observed despite the route used as well as
differences in weight gain among groups (p<o.01). Decrease in the lesion appearance
due to DLE administration agrees with human herpesvirus and tuberculosis models.
It results interesting to observe the hepatic tropism from the isolated virus, which
could be related to strain involved. This work sets the basis for further molecular
evaluations of the immunomodulatory role of DLE using a greater number of

animals.

Keywords: Dialyzable leukocyte extract, equine herpesvirus type 1, murine model.
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Introduccion

Han pasado mas de 75 afios desde el primer reporte de la infeccién por Herpesvirus
equino tipo 1 (EHV-1 por sus siglas en inglés) que tuvo lugar en Lexington, Kentucky,
Estados Unidos'. Desde ese momento hasta la fecha se han logrado conocer muchos
aspectos del virus y de la enfermedad que causa, pero de manera general se sabe que
tiene prevalencia mundial y se puede manifestar en tres formas diferentes:
respiratoria, conocida como rinoneumonitis, que afecta a caballos de cualquier edad;
neurolégica, en la que se puede observar desde disminucion de la movilidad de la
cabeza hasta la inmovilidad total, y reproductiva, que se presenta como mortinatos o
abortos en el ultimo tercio de gestacion®. Es necesario remarcar que ninguna de las

presentaciones de la infeccion es excluyente de las demas.



Marco tedrico

En caballos menores de 3 afios de edad, la presentacion clinica respiratoria se
manifiesta como un padecimiento agudo y febril que se disemina rdpidamente en
toda la poblacién presente. El virus primero infecta y se multiplica en células
epiteliales de la mucosa respiratoria, para posteriormente infectar a varios tipos
celulares como células endoteliales®, linfocitos® y células dendriticas®. Es justo la
infeccion de los linfocitos la responsable de la velocidad con la que el virus llega a
sitios de replicacion secundaria, como el ttero®. Los signos de la infeccién se vuelven
aparentes de 2-8 dias posteriores a la exposicion al virus y se presentan como fiebre,
disminucion del hambre, depresion y descarga nasal. Aunque la mortalidad derivada
de una complicacion por rinoneumonitis es rara y la recuperacion completa del
caballo sucede en 1 0 2 semanas, la infeccion por EHV-1 es una causa frecuente de
interrupciones en los calendarios de entrenamiento o competencia, ademas del

. . . 7
riesgo de un aborto subsecuente o enfermedad del sistema nervioso central’.

Caracteristicas generales de la familia Herpesviridae

Se trata de virus grandes, con ADN de doble cadena y genoma dentro del rango de
125-235 mil pares de bases (kpb). Una propiedad que tienen en comun todos los
miembros de esta familia es la capacidad de persistir indefinidamente en sus
hospederos, ya que establecen infecciones latentes que pueden llevar a la
presentacién recurrente de signos®. Los signos producidos por cada virus miembro
de la familia se deben predominantemente al tipo de células en las que se replica y
establece la latencia, como es el caso de la linfopenia marcada en los caballos

infectados con EHV-1°.



Hasta la fecha no se ha descrito el mecanismo de replicacion especifico para EHV-i,
sin embargo, uno muy conocido es el del virus del herpes simple (HSV) que también
pertenece a la subfamilia Alphaherpesvirinae, y es a partir de éste del que se dara un

panorama acerca de la réplica viral como lo describen Whitley y colaboradores™:

Después de la fusion de la envoltura viral con la membrana celular, la cdpside es
liberada en el citoplasma y es transportada a través de los microtibulos de tubulina
gracias al complejo de proteinas motoras dinein/dinactin®’. Después la cdpside se une
a los poros nucleares, evento que supone una pérdida concomitante de su material
genético mediante la accién de la importina-B*2. Finalmente ocurre una

“circularizacién” del genoma viral™.

La sintesis de ARN como de proteinas toma lugar en tres periodos secuenciales. El
primero de ellos consiste en 6 proteinas conocidas como proteinas tempranas
inmediatas, también denominadas a-proteinas. De éstas, 5 son las que regulan el ciclo
reproductivo viral y el sexto se encarga de bloquear la presentacién de péptidos
antigénicos en la superficie de células infectadas, ademds de que son esenciales para la
sintesis del sequndo conjunto de productos virales, las 3 o proteinas tempranas. Casi
todas estas proteinas se encargan del metabolismo de los dcidos nucleicos y se han
vuelto el blanco de muchos farmacos antivirales. Por tltimo, el tercer grupo es casi
exclusivo para los componentes estructurales, tales como cdpside, tequmento y
envoltura virales. Es en el ensamblaje viral donde se forma la procdpside a partir de
proteinas andamio y de cdpside. Las proteinas andamio tienen una proteasa unida a su
sustrato durante el ensamblaje de la cdpside, asi el ADN recién sintetizado se empaca
dentro de los viriones. A partir de este momento, las cdpsides que contienen ADN se
adhieren a la superficie nuclear por su membrana interna, son rdpidamente envueltos
y liberados al espacio situado entre las membranas interna y externa nucleares. Por
ultimo, los viriones viajan en vesiculas transportadoras a través del aparato de Golgi

hacia el espacio extracelular.



Caracteristicas generales de EHV-1

El EHV-1 tiene en total ocho miembros clasificados en tres subfamilias:
Alphaherpesvirinae, donde se encuentran los virus tipo 1, 3 y 4; la subfamilia
Gammaherpesvirinae, que cuenta con los tipos 2 y 5 y una tercera subfamilia
denominada Betaherpesvirinae'. De todos estos, los tipos 1y 4 tienen la mayor
importancia desde los puntos de vista de prevalencia, clinico y econémico™. En este
trabajo se tratara exclusivamente con EHV-1. Se sabe que este virus puede causar
enfermedad respiratoria en animales jovenes, aborto en yeguas y enfermedad
neuroldgica. Ademads, se calcula que aproximadamente el 80% de los caballos

pueden presentar un estado de latencia viral®.

Actualmente la mejor estrategia que se ha utilizado para controlar la enfermedad es
la vacunacién junto con el manejo adecuado de los animales'’. En México es comun
la vacunacion de los caballos mayores de 3 afios cada 3 o 4 meses con vacunas de
virus inactivado, a diferencia de las hembras gestantes, que generalmente se
inmunizan a los 5, 7 y 9 meses de gestacion, lo que evidencia la proteccidn limitada
en efectividad y duracion, a pesar de los afios que se le han dedicado a la basqueda

de un medio efectivo de control de la infeccion.

Rinoneumonitis equina

Se trata de la presentacion mas comun en caballos adultos. Los signos caracteristicos
de los animales con esta enfermedad son: fiebre, anorexia, descarga nasal y ocular,
ademas de complicaciones bacterianas secundarias'®. Los caballos se pueden infectar
en repetidas ocasiones tanto por EHV-1 como EHV-4 a lo largo de su vida, pero por

lo general la presentacién de la enfermedad es cada vez mas leve™. El primer sitio de



replicacion viral se da en las células epiteliales, asi como en los linfonodos

regionales’, resultando en una viremia asociada a leucocitos>.

Problemas neurolégicos y aborto

Se considera que ambas formas son consecuencia de la viremia asociada a leucocitos,
ya que se continua la replicacion en las células que recubren el endotelio de los vasos

sanguineos, tanto en el sistema nervioso como en el ttero gestante> .

En el caso especifico del aborto, se sabe que puede ocurrir desde los 5 meses de
gestacion, pero es mas comun entre los 8 meses y la fecha terminal. Se ha observado
que los mecanismos involucrados incluyen la infeccion de células endoteliales y
trombosis uterina'®. Después de una infeccion generalizada de los vasos del
endometrio sucede una vasculitis severa ademds de una necrosis multifocal que
puede resultar en el aborto de un feto negativo a la presencia de EHV-1**.. Por otro
lado, si las lesiones vasculares son menos extensivas, puede haber una transferencia
viral focal a través de la barrera placentaria y de este modo abortar un feto
infectado?®. Si la infeccion fetal sucede en una fecha cercana al parto, puede nacer un
potro infectado que usualmente muere pocos dias después. Se sabe que hasta el 95%
de los abortos ocurren en el tltimo tercio de la gestacién® %,

En lo que respecta a la presentacidn neuroldgica, se puede clasificar como
mieloencefalopatia, aunque puede variar desde una ataxia leve hasta paraplejia®. En
trabajos recientes basados en anadlisis histopatoldgicos, se ha observado que los
signos presentados son resultado de infeccion de células endoteliales o complejos
inmunes, isquemia, hemorragia e inflamacion del parénquima neuronal,
especificamente de las neuronas, células gliales, ependimales y microcapilares,

. . < . 3,26, 27
desencadenando una vasculitis cerebroespinal acompariada de trombosis*>“™ <",



Ademas de todo esto, trabajando con aislamientos virales de diferentes regiones del
mundo, se ha reportado que el cambio en un solo aminoacido de la ADN polimerasa
codificada en el marco de lectura abierto 30 (ORF 30), esta fuertemente asociado con
el brote de enfermedades neuropatogénicas y no neuropatogénicas®. Por su parte,
en el estudio de Allen y Breathnach® (2006) se report6 que la mutacién en el ORF30
puede estar relacionada con la alta intensidad y larga duracion de la viremia asociada
a leucocitos, lo que lleva a un mayor riesgo del desarrollo de signos neurolédgicos en
caballos infectados con EHV-1. Y aunque se considera que EHV-1 no es capaz de
infectar células de tejido nervioso, se han llevado a cabo estudios en los que se ha
logrado infectar neuronas de raton, independientemente de si la cepa correspondia a

30

un tipo neuroldgico o no”. Esto genera una nueva ruta en las posibles

investigaciones acerca de EHV-1.

Panorama breve de la vacunacion contra EHV-1

Durante casi 30 afios se han llevado a cabo varios estudios para probar la efectividad
de las vacunas que actualmente se encuentran en el mercado ya que mucho se
comenta acerca de la poca efectividad de éstas contra el EHV-1. Esta idea es apoyada
por los esquemas de vacunacion que incluyen tres aplicaciones al afio en animales
jovenes o incluso cuatro en los casos de yeguas gestantes. A continuacion se
presentan los hallazgos de varios trabajos que fueron hechos para evaluar y

caracterizar la accion de los inmunoprofilacticos:

Desde la década de 1940 se inici6 con la aplicacion de vacunas por via intramuscular
a yeguas gestantes. El origen de estas vacunas era virus propagado en cultivo celular
e inactivado o bien, virus vivo adaptado a hamster®. Desafortunadamente no se
obtuvieron los resultados deseados, excepto con la inoculacion intranasal en potros,

que un mes después fueron desafiados y no presentaron la enfermedad. Asi se



continu6 durante varios afos, hasta 1966, cuando Pette® a partir de un feto abortado
(aislamiento denominado RAC-H), adapté un virus por medio de pases en
hamsteres, seguido por 8o pases en células de rifiéon de cerdo y 176 pases en células
de riidén de conejo. Este nuevo virus altamente adaptado crecia poco en otros tipos
celulares, pero conservé algo de inmunogenicidad tanto en caballos como en
hamsteres La aplicacion repetida por via intramuscular causo fiebre difasica pero
patogenicidad y contagio disminuidos en 7100 potros y yeguas gestantes con la
presentacion de sélo 7 abortos. Fue a partir de la década de 1970 que la vacuna
elaborada con esta cepa se empezé a comercializar como Rhinomune® y asi hasta la
fecha en los paises que permiten la aplicacion de virus atenuado. En 1978, esta
vacuna fue sometida a pruebas para evaluar su efectividad contra el aborto®. Los
resultados de este experimento no fueron concluyentes, aunque hoy en dia se sigue
utilizando la vacuna en los Estados Unidos en hembras gestantes sin que se haya
comprobado la prevencion de abortos. El mismo afio, Bryans propuso la utilizacién
de un virus inactivado quimicamente (actualmente llamado Pneumabort K) que
podria ser aplicado por via intramuscular y sobre todo, que habia demostrado una
proteccién contra el aborto y disminucién en la eliminacién viral*. Sobre la
seguridad y eficacia de esta vacuna se hizo un trabajo®, desafortunadamente
tampoco se obtuvieron todos los datos deseados. Posteriormente, Burrows vy
colaboradores® demostraron que si bien la vacunacién reducia la viremia en ponies
gestantes, no mostraba diferencia en la presentacion de abortos entre las yeguas
infectadas y sus testigos. Asi se probo con otra vacuna de virus atenuado sin que

tampoco se demostrara que se protegia del aborto a las yeguas®'.

Posteriormente, Hannant y colaboradores demostraron en 1993 que mediante la
vacunacién con complejos inmunes estimulantes o con virus inactivado se logra
alcanzar un titulo de anticuerpos virus-neutralizantes de hasta 1x10>. Si bien este

titulo no impidio la infeccidn, si redujo la cantidad y la duracion de la eliminacion

® Pfizer Animal Health, New York, USA.



viral desde la faringe®, haciendo énfasis en que este hallazgo es importante en la

proteccion de la poblacion.

En un articulo de 2001, Heldens y colaboradores®*® mostraron la evidencia de
prevencion de la enfermedad respiratoria en potros, aunque no hubo efecto
significante en el desarrollo de viremia asociada a células. En los dltimos afios se ha
propuesto el uso de vectores que expresan glicoproteina B, C o D (gB, gC o gD).

Estos resultados dejan de manifiesto que la vacuna ideal que pueda estimular la
produccion de anticuerpos virus-neutralizantes y una actividad citolitica, ain no se
ha logrado producir. En la revision de 2006, Kydd y colaboradores concluyen que la
proxima generacion de vacunas necesitard un nuevo sistema de presentacién de

antigenos inmunodominantes y que ademads sean favorecidos por un adyuvante®.



Respuesta inmune a EHV-1 en el caballo

El objetivo primario de la respuesta inmune es proteger de la infeccion, cuestion que
se ha intentado intensivamente con la vacunacién, y de manera secundaria es
deseable que el huésped pueda tener una respuesta de anamnesis eficiente®. La
diseminacion del virus se da por contacto directo o por medio de fomites. Kydd y
colaboradores*’ mencionan que en un principio se pensaba que la infeccion se daba
en el momento del destete, debido a la disminuciéon de los niveles de anticuerpos
neutralizantes en lo potros; sin embargo, ahora se sabe que la infecciéon, aunque

subclinica, puede darse antes del destete®.

Desde la década de 1960 se sabe que la duracion de la inmunidad por vacunacion a la
enfermedad respiratoria es de 3-6 meses” y mds recientemente se ha obtenido
evidencia de que, de manera experimental, en la presentacion abortiva el periodo

inmune puede ser hasta de un afio®.

El sitio de replicacion primaria es el tracto respiratorio superior y se ha demostrado
experimentalmente la presencia del antigeno viral en linfonodos asociados con el
tracto respiratorio a las 12 horas postinfeccion, en cepas de alta virulencia>*. Scott y
colaboradores® consideran que es justo la infeccién de los linfocitos la responsable
de la rapida diseminacion viral a sitios secundarios, incluyendo al utero gestante y la
meédula espinal. Ademas, se sabe que aunque el ADN viral puede ser encontrado en
todas las subpoblaciones leucocitarias, la expresién del antigeno viral se ha
detectado principalmente en CD8", seguido por CD4" y en sélo unos pocos
monocitos®®, mientras que no se expresé en linfocitos B ni en neutrofilos durante la

fase virémica aguda.



Respuesta de anticuerpos

Mediante las pruebas de fijaciéon de complemento y virus neutralizacién, se han
reportado seroconversiones que inician desde las 2 semanas después de la infeccién
con virus de campo y de forma experimental. De estos anticuerpos, los responsables
de neutralizar al EHV-1 son de larga duracién (incluso mdas de un afio), son
especificos de tipo y principalmente dirigidos contra las glicoproteinas B (gB) y C
(gC)¥'. Por el contrario, los anticuerpos fijadores del complemento son de corta vida,
volviéndose indetectables a los 3 meses postinfeccion. Se considera que la deteccion
de estos anticuerpos es util para que con la toma de muestras pareadas se pueda
detectar una infeccidn reciente; sin embargo, la gran desventaja de estos anticuerpos
es su reacciéon cruzada entre EHV-1y EHV-4%. Debido a que la infeccién primaria

sucede en la mucosa respiratoria, se espera que el isotipo principal de anticuerpos

sea IgAAg.

Citocinas involucradas en la infeccion

Se ha detectado la expresion de interferones tipo 1 (IFN-a y B) en secreciones nasales
y en suero durante los 10 dias postinfeccién experimental®. En lo que respecta a IFN-
Y, se ha demostrado que se incrementa su expresion por parte de linfocitos T CD4"y
CD8" a los 10 dias posteriores a la infeccién con EHV-1°". Hasta el momento de la
realizacion de esta revision de literatura solo estas dos citocinas han sido evaluadas

en el caballo.



Respuesta inmune celular

En varios estudios se ha evaluado el nivel de proliferaciéon de los linfocitos equinos®*
3, Lo que se ha observado es que si estos linfocitos son estimulados con el virus
inactivado se incrementa su proliferacion antigeno-especifica, aunque existen
variaciones de sus cinéticas entre las diferentes cepas existentes. Por el contrario, en
los casos de linfocitos colectados de animales infectados con cepas virulentas, éstos
no responden de manera oOptima a la estimulacion por mitégenos o por virus
inactivado durante periodos de entre 2 y 10 semanas, lentamente se recuperan y
regresan a su nivel basal aproximadamente tres meses después®*. Otra observacion
muy interesante es que aquellos linfocitos provenientes de caballos infectados con
virus activo, entran en anergia al ser nuevamente estimulados con el agente activo.
Dichas caracteristicas en el comportamiento del EHV-1 junto con otras en ensayos in
vitro, tales como la infeccién y replicacién dentro de células dendriticas®®, ademas de
la regulacidon negativa de la molécula del MHC de clase I en células infectadas,
resultan de gran utilidad para comprender el comportamiento viral en algunos

mecanismos de evasion de la respuesta inmune®® %7,

Adicionalmente, Kydd y colaboradores> ** *® han realizado varios experimentos y
han podido concluir que a las pocas horas de haber entrado el virus al organismo se
vuelve intracelular, un mecanismo mas de evasion inmune, y que después de la

infeccidn se incrementan las poblaciones de CD8" tanto en sangre como en pulmon.

Modelo murino

Debido a que la implementaciéon de un modelo experimental en caballos es
complicada por aspectos como el manejo, costo y el control de variables

medioambientales, algunos grupos de investigadores han logrado adaptar modelos



murinos de infeccion con EHV-1 con diferentes cepas de ratones®, en diferentes

condiciones® y con evaluaciones enfocadas a entender la interaccién virus-

hospedador® ¢ %,

Caracteristicas del modelo murino

En general se puede considerar al ratén como un buen modelo de infeccion, ya que
presenta varias de las caracteristicas propias de la enfermedad en el caballo®, aunque
no se ha reportado que haya infeccion entre ratones. En cuanto al tropismo del virus
en esta especie, se ha reportado aislamiento viral a partir de cornetes nasales,

traquea, pulmones, bulbo olfatorio, cerebro, ojo y raramente ha sido encontrado en

higado, bazo, nédulos linfaticos cervicales, adrenales, corazon, rifién o péncreas6l’ 64

65, 66, 67.

y en el caso de hembras gestantes se ha aislado de placenta, utero y fetos®®

7°, Otra caracteristica compartida del modelo murino con el hospedero natural es

que el feto abortado o la placenta pueden resultar negativas a la presencia viral®.

Los signos clinicos presentes en ratones infectados incluyen: polipnea o disnea,

depresion, deshidratacion, pelo hirsuto, postura encorvada, y en menor frecuencia
. el . ’ . s 1 : \6
conjuntivitis. Todos los signos aparecen dentro de los 12 dias post infeccion (p. i.)™

64 7° También se ha reportado disminucién de peso con su recuperacién hasta 12

dias p. i. y disminucién de la temperatura rectal durante los primeros dos dias

67,70, 71

posteriores a la infeccion , aunque la presentacion y gravedad de los signos esta

directamente relacionada con la cepa viral y la dosis recibida® 7> 7,



Extracto dializable de leucocitos (DLE)

Son péptidos de bajo peso molecular’, termoldbiles pero muy estables en
congelacion, que tienen la propiedad de inducir la activacion de la respuesta inmune
en receptores no inmunizados, fueron descritos por primera vez y denominados
factor de transferencia en 1949 por Sherwood Lawrence”. Actualmente estos
péptidos se denominan extractos dializables leucocitarios (DLE). Desde aquellos
afios se ha trabajado con el DLE, comprobando los diversos efectos sobre la
respuesta inmune, aunque hasta la fecha no se ha podido dilucidar el o los
mecanismos por los cuales se logren dichos efectos. Esto ha dado pie a que los
trabajos con DLE causen controversia polarizando la opinidn entre quienes se
encuentran a favor y quienes no. A continuacién se explicaran las definiciones

basicas y se mencionardn algunos de los hallazgos relacionados directamente con el

DLE.

El origen del DLE es la capa leucoplaquetaria de una muestra sanguinea o de
esplenocitos. Se toma esta porcidon celular, se lisa mediante varios ciclos de
congelacion-descongelacion y posteriormente se pasa a través de una membrana de

dialisis. Asi el producto filtrado contendra los péptidos denominados DLE.

Anteriormente se manejaban los términos DLE y factor de transferencia (FT) de
manera indistinta, ya que se pensaba que contenian un solo tipo molecular, pero
ahora se sabe que una de las diferencias entre el DLE y el FT es el tamano de las
moléculas que pasan a través de las membranas: El DLE es de hasta 10 Kda, mientras
que el tamano del FT es menor a 5 Kda; ademas es antigeno especifico, a diferencia
del efecto inespecifico del DLE™ 7 7 7 La capacidad de reaccién antigeno-
especifica quedé demostrada en el experimento de Kirkpatrick y colaboradores® en
el que se tomo6 el FT proveniente de ratones sensibilizados a la ferritina.

Posteriormente se puso en contacto al FT con la ferritina y finalmente se recuperé



nuevamente el FT que no se habia fijado y fue inoculado en otro grupo de ratones no
sensibilizados. El resultado fue que la transferencia de la reaccion de

hipersensibilidad tardia se habia perdido.

Desde sus inicios hasta la actualidad se ha mantenido la investigacion en varios
paises en lo que respecta al efecto del DLE. En México, la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas ha sido la pionera en la investigacion y utilizacién del DLE®, y
hasta ahora el papel de éste extracto como inmunomodulador ha sido ampliamente

82,83 84 de forma clinica como Unico tratamiento, asi como

demostrado en humanos
combinado con varios farmacos para distintas enfermedades infecciosas como
tuberculosis; también se ha usado de manera experimental en modelos animales
donde se not6 que los animales tuberculosos que recibieron el FT presentaron una
restauracion de la expresion de las citocinas tipo Thi, TNF-a y aumento de la
respuesta DTH. Para el caso de herpes simple se ha utilizado el DLE de manera
profilactica en un modelo murino, con el resultado del incremento en la expresion
de IFN-y por periodos prolongados y disminucién en el tiempo de recuperacién®.
En el area veterinaria su aplicacidon ha sido menor aunque con resultados favorables
para la mayoria de los modelos experimentales®® ®” #8 Uno de los efectos del DLE in
vitro es la induccién de la expresién de IFN-y, citocina que ademas de activar
diversas poblaciones celulares induce la diferenciacion de los linfocitos cooperadores
al perfil Thi, que es muy importante en el control de infecciones por agentes

. 81,89
intracelulares®™ .

Anteriormente se habia definido una dosis como el producto obtenido de la didlisis
de 5x10® células’ aunque esto ha cambiado y hoy en dia se dosifica con base en la

cuantificacion de péptidos.

Otra caracteristica importante que se ha descrito del DLE es la capacidad de ser

utilizado interespecie. Esto ha sido demostrado por Fudenberg y Pizza en 1993°° y



posteriormente en 2005 por Franco-Molina y colaboradores, donde se demuestra
que el DLE de origen bovino favorece la sobrevivencia en ratones con choque

endotdxico?.

Debido a todo lo anterior y a que en paises como Estados Unidos, Inglaterra,
Australia y Argentina®* se llevan varios afios abordando estudios acerca de este virus,
se ha propuesto el uso de inmunoestimuladores® ** para compensar las deficiencias

en cuanto a proteccion.



Justificacion

Con base en los antecedentes expuestos el presente estudio se enfocd la
estandarizacion de un modelo murino de infeccion experimental con EHV-1 para
que posteriormente se pueda hacer una evaluacion sobre el efecto del DLE en la
presentacion de signos clinicos, lesiones histopatoldgicas y carga viral, asi como de la

modulacién de la respuesta inmune.



Hipotesis

La administracion terapéutica del extracto dializable de leucocitos (DLE) en ratones
infectados con herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1) disminuird la presentacion de

signos y las lesiones histopatologicas en los 6rganos del aparato respiratorio.



Objetivo general

Estandarizar un modelo murino de infeccion con EHV-1 para evaluar si la
administracion de DLE evita o disminuye la manifestacion de signos y lesiones

histopatologicas en ratones infectados experimentalmente.



Objetivos particulares

1. Aislar virus de campo a partir de muestras de fetos equinos abortados, sangre
y placentas de yeguas con signos sugerentes a la enfermedad, para emplearlo

en un modelo murino de infeccidn.

2. Estandarizar el modelo murino de infeccion mediante la adaptacion del virus
de campo al raton, para observar la presentacion de signos y lesiones

histopatologicas.

3. Realizar una cinética de la presentacion de lesiones histopatoldgicas haciendo
tomas a diferentes tiempos postinfeccion para determinar el punto critico de

afectacion organica en los ratones.

4. Evaluar el efecto del DLE sobre la presentacion de signos y lesiones en ratones
infectados experimentalmente con EHV-1 mediante su aplicacion terapéutica,

para valorar su uso como inmunomodulador.



Material y métodos

Todos los procedimientos que involucran manejo con animales vivos se llevaron a
cabo con apego a la NOM-062-Z00-1999”°. Se utiliz6 un total de 58 ratones Balb/c

para los experimentos.

Aislamiento viral

Se colectaron muestras de pulmon, higado y traquea a partir de abortos provenientes
de 2 diferentes criaderos en el Estado de México desde diciembre de 2007. Todas las

muestras colectadas se almacenaron a -202C hasta su utilizacion.

A partir de una mezcla de todos los organos fetales, se hizo un macerado y se
centrifugd a 3000 RPM por 5 minutos. Posteriormente se tomd el sobrenadante y se
le adicionaron 75 Ul/mL de penicilina/ioopg/mL de estreptomicina. Se inocularon
0.2 mL en membrana corioalantoidea (MCA) de embrion de pollo (EP) de 9-u1 dias
de edad, fueron mantenidos en incubacion a 37°C y se revisaron diariamente en
busca de mortalidad. A los 5 dias se sacrificaron mediante refrigeracion y se
cosecharon las membranas. Tanto las membranas con lesiéon como las que no la

presentaron fueron colectadas y almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.

A las membranas que presentaron lesion se les hizo un pase en células MDBK. Este
cultivo celular fue mantenido con medio esencial minimo (MEM) adicionado con
10% de suero fetal bovino (SFB). Las células se congelaron, se centrifugaron a 300
rpm por 10 minutos y del sobrenadante se hicieron alicuotas que se almacenaron a -

70°C hasta su uso.



Identificacién viral:

Inmunodifusién doble en agar:

El macerado de las membranas con lesidon se sometio a una inmunodifusion doble en
agar, enfrentandolo con anticuerpos especificos contra EHV-1y de la misma forma se
enfrentd la muestra contra anticuerpos contra EHV-2 para asegurar que no hubiera

alguna reaccion cruzada.

Microscopia electrénica:

Para confirmar el aislamiento se tomd una seccién de membranas que presentaba
engrosamiento, se incluyé en glutaraldehido al 2.5% y se envio al microscopio

electrénico del Departamento de Patologia de la Facultad para su analisis.

Titulacién viral

Se sembraron células MDBK en una placa de 96 pozos, para hacer la titulacion viral:
se hicieron diluciones décuples seriadas hasta 10® con cuatro repeticiones por
dilucion vy el titulo se calculd por el método de Reed y Muench, tomando como
punto final la dilucion en la que hubo efecto citopatico en el 50% de los pozos

infectados y se expresaron en DICC;q0,/mL.



Experimento de cinética intranasal (IN)

Este experimento se hizo con 12 ratones ratones Balb/c machos de 4 a 6 semanas de
edad infectados con el aislamiento de EHV-1 con un 1x10+%® DICCs0%/mL. Los ratones
fueron tranquilizados con ketamina a 100 mg/kg por via intramuscular.
Posteriormente se sacrificaron a los dias 3, 7, 1 y 15 post inoculacion (p. i.) y se
tomaron muestras de higado, pulmdn, trdquea que fueron divididas en dos partes,
una para macerar y otra mas pequefia para incluir en formol al 10% y hacer un
analisis histopatologico. Se registrd el peso de los ratones y se busco la presencia de

signos clinicos diariamente hasta el dia 15 p. i.

Durante el experimento los animales se mantuvieron dentro de la unidad de
aislamiento del animalario del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la
FMVZ, en jaulas con filtros de aire y con cama de aserrin, alimento y bebida estériles

ad libitum y periodos luz/oscuridad natural.

Evaluacion del efecto inmunomodulador del DLE en los ratones infectados

La presencia/ausencia de lesiones en la muestras fue considerada como indicador del
efecto inmunomodulador. Para este ensayo se formaron 4 grupos: Infectados con
EHV-1, infectados intranasalmente (IN) y tratados con DLE, testigo de EHV-1 (PBS) y
testigo de DLE. Las muestras se tomaron a los dias 7 y 11 p. i. para hacer el andlisis
histopatologico y el reaislamiento viral a partir de pulmon, trdquea e higado. Los
animales se revisaron diariamente en busca de los signos referidos por otros
trabajos63. El DLE utilizado fue de origen murino, lote MP/M-BAC/NE/NO4, con una
concentracion de 104 pg/mL y fue proporcionado por el personal del laboratorio de

Inmunologia de la ENCB, IPN. La cantidad de DLE recibido por los ratones fue de 2



pg de péptidos por via intraperitoneal (IP) y les fue administrado por 5 dias cada 24

horas a partir del dia cero.

Los resultados se sometieron a un andlisis de varianza para determinar si se

presentaban diferencias entre los grupos.

Comparacion entre vias intraperitoneal e intranasal

Debido al hallazgo de lesiones hepdticas en las ratones, se trabajo con tres grupos
ratones Balb/c machos de aproximadamente 7 semanas de edad. Cada grupo de 6
animales. Se centrifugd el inéculo a 5000g/30 min en un tubo Amicon® para
concentrar el virus. El boton obtenido se resuspendio en 1 mL de MEM vy por tltimo
se filtr6 con una membrana con tamafio de poro de 0.45 pm para garantizar la
esterilidad. Posteriormente se inocularon 6 ratones previamente tranquilizados con
ketamina. Se probaron 2 vias de inoculacién: intraperitoneal (IP) e intranasal (IN).
Los testigos fueron inoculados con MEM unicamente. A partir de ese momento se
hicieron observaciones diarias en busca de signos clinicos hasta alcanzar el dia 14 p.

i.



Resultados

Aislamiento viral

A partir de las muestras tomadas de uno de los abortos se logro la adaptacion viral a
embrién de pollo, en los que se presentaron lesiones pustulares (figura 1).

Posteriormente se logro una primera adaptacion a la linea celular MDBK (figura 2).

Figura 1. Membrana corioalantoidea inoculada con el macerado de érganos de un aborto sospechoso
de la presencia de EHV-1. La flecha sefiala la presencia de una pustula aparente a los 5 dias post-

inoculacion.

Figura 2. Cultivo de células MDBK inoculado con el macerado de las membranas corioalantoideas
positivas a la lesiéon por EHV-i, fijadas y tefiidas con cristal violeta. Pueden notarse los espacios
carentes de células (puntas de flecha) provocados por la presencia viral. Este efecto empezaba a

notarse a partir de las 36 horas post-infeccién (aumento 40X).



Identificacién viral:

Inmunodifusién doble en agar:

A continuacion se muestra la imagen del gel de agarosa con la linea de precipitacion
positiva a EHV-1 de campo y su identidad total con el testigo positivo,

correspondiente al virus vacunal (figura 3).

Figura 3. Inmunodifusion doble en agar en la que se observan lineas de precipitacion que confirman el
aislamiento de EHV-1. 1: macerado directo de las muestras; 2: testigo positivo; 3: 1er pase en MDBKs;
4: 22 pase en MDBK's; 5: testigo positivo y 6: macerado de membranas con lesion. Pozo central:

antisuero anti EHV-1.

Microscopia electrénica:

Las fotomicrografias muestran la presencia de EHV-1 tanto en citoplasma (figura 4),

como en la cisterna perinuclear, aparentemente adquiriendo su envoltura (figura s5).



Figura 4. Fotomicrografia electronica que muestra un virién de EHV-1 libre en el citoplasma (flecha),

que mide 250nm de didmetro. Aumento 50,000x.
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Figura 5. Fotomicrografia electrénica de un nticleo infectado con EHV-1. Obsérvese la particula viral

(flecha)en migracidn en la cisterna perinuclear. Aumento 30,000x.

Experimento de cinética intranasal (IN)

Los pesos registrados y la toma de muestras se encuentran en el cuadro 1. Existe una
diferencia de peso estadisticamente significativa entre el grupo testigo y el infectado
(P<o0.05). Las lesiones se encuentran resumidas en el cuadro 2, en el que se nota
neumonia intersticial y necrosis hepatica. La severidad de las lesiones fue discreta
pero se mostro un pico a los dias 7y 11 p. i. En trdquea no se observaron lesiones en
ninguna de las muestras, por lo tanto se descartaron para los experimentos
siguientes. No se encontraron signos de la enfermedad durante los dias de

observacion (figura 6).



Dia Peso Peso testigos Toma de Signos clinicos

p. i. infectados (g) (g) muestras
1 17.49 Pelo hirsuto ++
2 16.96 17.67 Pelo hirsuto +
3 17.59 17.82 H,P, T pelo hirsuto +,
nerviosismo

4 18.15 18.4

5 18.52 18.93

6 17.96 18.35

7 18.57 18.86 H,P, T

8 18.44 18.42 nerviosismo +
9 18.73 19.25
10 18.58 18.67 nerviosismo +,

pelo hirsuto +

1 18.8 19.05 H,P, T

12 18.28 18.97

13 18.63 20.57

14 18.56 20.7

15 19.05 20.03 H,P, T

Cuadro 1. Peso promedio diario de ratones infectados y sus testigos en la cinética intranasal, muestras
tomadas a los dias 3, 7, 1 y 15 p. i., y registro de signos clinicos aparentes durante las revisiones.

H=higado, P=pulmdn, T=traquea.
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con EHV-1. Cinética IN

21
20 —

3 v ~—

2 A'W —&—Infectados

]

A 18 Testigos
17
16

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Figura 6. Mediciones diarias de peso en los ratones infectados y sus testigos desde el dia 1 hasta el dia
15 p. i., (P<0.05). Obsérvese como el grupo infectado tiene una ganancia de peso menor a la del grupo

testigo.



Dia Tejido Lesiones
Higado Un foco necrético discreto
3 Pulmén Sin lesiones
Traquea Sin lesiones
Higado Necrosis discreta
v multifocal
Pulmén Congestion ligera
Traquea Sin lesiones
Higado Focos necrdticos mas
grandes
11 Pulmén Congestion ligera
Traquea Sin lesiones
Higado Necrosis individual
15 Pulmén Sin lesiones
Traquea Sin lesiones

Cuadro 2. Lesiones histopatologicas presentadas en las diferentes muestras tomadas para la cinética
intranasal. Notese que la combinacién de lesiones en higado y pulmén fue a los dias 7 y u p. i. En
trdquea no se observaron lesiones en ningun momento, por lo que se descart6 la toma de esta

muestra para los experimentos siguientes.



Evaluacion del efecto inmunomodulador del DLE en los ratones infectados

Al dia 7 p. i., un animal del grupo 1 (EHV-1) present6 neumonia intersticial (1/4
muestras) y focos necréticos hepaticos en 3, uno de ellos con infiltrado neutrofilico;
en el grupo 2(EHV-1+DLE) no hubo necrosis hepdtica en ninguna muestra y se
presentd neumonia intersticial en 1; los grupos 3 y 4 (testigos) no presentaron
lesiones. Al dia 11 el grupo 1 mostré necrosis hepatica multifocal discreta (1/4) y todos
los pulmones con engrosamiento discreto de septos alveolares; el grupo 2 no
presentod necrosis hepdtica y 2 de 4 pulmones tuvieron engrosamiento ligero de
septos alveolares, los grupos 3 y 4 no presentaron lesiones. Los datos sintetizados se

muestran en el cuadro 3.

Dia Muestra EHV-1 EHV+DLE Testigos
7 H 3/4 0/4 Sin alteraciones
P 1/4 1/4 Sin alteraciones
1 H 1/4 1/4 Sin alteraciones
p 4/4 2/4 Sin alteraciones

Cuadro 3. Proporcion de presentacidn de lesiones en los grupos (n=4) infectados (EHV-1) e infectados

y tratados con DLE (EHV+DLE) a los dias 7y 11 p. i. H=higado, P=pulmén. P>o0.05.

Comparacion entre via intraperitoneal e intranasal

Se notd una diferencia altamente significativa en la ganancia de peso entre los cuatro
grupos (P<o.01), aunque en ninguno de los grupos se noto6 la presencia de signos

clinicos (figura 7).
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Figura 7. Variacion en ganancia diaria de peso entre los ratones infectados por via intraperitoneal (IP),
intranasal (IN) y sus testigos desde el dia 1 hasta el dia 14 p. i., (P<0.01). Puede apreciarse que el grupo

IN tuvo una ganancia de peso menor durante casi todo el experimento.



Por otro lado, en lo que respecta al andlisis histopatolégico se encontraron las
mismas lesiones por ambas vias. A nivel pulmonar se observa neumonia intersticial

discreta con agregados neutrofilicos (Figuras 8A-8C) ademas de necrosis hepdtica

multifocal y la presencia de un cuerpo de inclusion intranuclear (8D-8G).

Figuras 8A-8C. Fotomicrografias que muestran engrosamiento intersticial en pulmones de ratones
infectados con un aislamiento de campo de EHV-1. Las lesiones fueron observadas a los 15 dias p. i. A)

grupo i. n (40x); B) grupo i. p. (10x); C) testigo negativo (40x).



8F

Figuras 8D-8G. Fotomicrografias en las que se muestra necrosis hepatica focal (circulos) por EHV-1 en
ratones infectados a los 15 dias p. i. 8D: grupo i. n.; 8E: grupo i. p. (aumento de ambas: 10x); 8F:
acercamiento que muestra cuerpo de inclusion intranuclear en un higado del grupo i. p. (flecha); 8G:

testigo negativo (aumento 10x).



Discusion

Al evaluar el efecto del DLE sobre la presentacion de lesiones histopatoldgicas se
pudo observar que los grupos se comportaron de forma distinta, siendo evidente la
disminucion de alteraciones en los animales que recibieron el tratamiento con DLE,
aunque al realizar el andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas,
probablemente debido a que las variables se estan considerando como cualitativas,
es decir, presencia/ausencia de lesiones. Dentro de la revision de literatura que se
hizo para este trabajo tinicamente se encontraron dos informes escritos de ensayos
similares: en un modelo murino de infeccion con el virus de herpes simple se
observo que el tiempo de recuperacion, el grado de las lesiones en piel, asi como la
carga viral en bazo disminuyd en ratones tratados con DLE especifico mientras que
la produccion de interferén-y, citocina involucrada en la activacidon de la respuesta
inmune contra el virus, se elevé ®. Por otro lado, en un modelo de infeccién con M.
tuberculosis se encontrd que el tratamiento con factor de transferencia indujo la
produccion de IFN-y, TNF-a, IL-2 e iNOS al mismo tiempo que disminuyo la
produccion de IL-4. Este efecto resulté ser dosis-dependiente®®. La disminucién en
las lesiones histopatoldgicas en el modelo estandarizado para esta tesis podrian
responder a un mecanismo similar ya que aunque en estos ensayos se traté con un
virus y una bacteria, en ambos proyectos se trabajo con agentes intracelulares e

incluso se llevaron a cabo con ratones de la misma cepa.

En este trabajo se logro establecer un modelo de infeccion murino que se caracterizé
por la presencia de neumonia intersticial y focos necrdticos en higado. Estos
resultados concuerdan parcialmente con trabajos previos®® *donde se reportan
lesiones que consistian en una bronquiolitis discreta, neumonia catarral e
infiltracion muy leve de células inflamatorias en espacio peribronquial, ademas de
neumonia intersticial con infiltrado de macréfagos. Con respecto a la necrosis

hepatica, esta no se ha reportado en raton, sin embargo en trabajos realizados en la



década de 1950 en hamsters, los animales morian a consecuencia de necrosis
hepatica grave?” %% 9 '°° Debido a este antecedente, a que en los fetos equinos
abortados se presenta necrosis hepatica y al tipo de lesiones halladas en el modelo
murino, se decidio intentar la infeccion por via [P para probar si
independientemente de la via de inoculacion se lograban reproducir ambas lesiones
(hepaticas y pulmonares) y el resultado es un hallazgo muy importante. Como se ha
podido leer en el marco tedrico, la via utilizada ha sido la intranasal debido a que
asemeja la forma natural de entrada del virus; sin embargo, el manejo necesario para
la infeccion requiere de un alto grado de destreza y tiempo, ademas de que en la
mayoria de los casos existe una pérdida del inoculo, que no se puede calcular. En
otros trabajos en los que se emplean hamsters se reportan resultados favorables con
lesiones hepdticas e incluso existe un modelo en hdmsters gestantes®’, sin embargo

hasta donde se sabe la via IP no se emplea en el ratén®® 9% '*°,

Por otra parte, en este modelo de infeccidn se observo la diferencia en la ganancia de
peso entre todos los grupos con la disminucién de peso mas pronunciada después
del dia 12 p. i., estos resultados contrastan con lo observado en los trabajos de Awan
y col., ya que ellos notaron el retraso en la ganancia de peso dentro de los primeros
4-5 dias p. i. y en los casos en que los ratones infectados se dejaron por mas tiempo,

: . 6
notaron que poco a poco iban recuperandose™.

Ademas en todos los ensayos realizados existié una constante que fue la presencia
practicamente nula de signos clinicos en los animales infectados. Una posible
explicacion estd basada en los resultados de Walker y colaboradores’, quienes en
1998 infectaron ratones con dos cepas distintas de EHV-1: AB4, una cepa inglesa de
alta patogenicidad, y Kentucky A, aislamiento norteamericano con efectos menos

agresivo. Los efectos observados en el ensayo fueron marcadamente distintos.



El aislamiento de EHV-1 es un resultado muy importante ya que la informacién
disponible acerca de este virus en nuestro pais es muy escasa y hasta donde se sabe

no hay grupos de investigacion que trabajen con este agente.

El aislamiento obtenido para este trabajo, fue a partir de un aborto sin presentacion
clinica de la enfermedad en la madre, ademas de que se tratd de un caso
practicamente aislado. Estos datos concuerdan con lo descrito en la literatura®,
donde se reporta que, aunque es comun la presentacion de tormentas de abortos
también es posible que se den casos como el expuesto en esta tesis. Ademas, el
tropismo hacia higado, que fue una constante en todos los experimentos del modelo
murino establecido en este laboratorio podria estar relacionado con las
caracteristicas de la cepa viral aislada. En este sentido seria importante hacer la
caracterizacidén genética del aislamiento. Un ejemplo es el estudio de Nugent y
colaboradores™ en el que se amplificé la regién correspondiente a la ADN
polimerasa de varios aislamientos de EHV-1y se not6 que la presentacion clinica de
la enfermedad, neurolodgica o abortiva, coincidia con cambios de aminodcidos entre
los aislamientos. Lograr la amplificacion y caracterizacién de regiones virales
relacionadas con la predisposicidn a una u otra presentacion clinica representaria un

dato importante para el conocimiento de las cepas circulantes en nuestro pais.

Otra variable que podria ser determinante en los resultados de este estudio es el
titulo viral con el que se infecté (1x10*°%); en otros trabajos desafian con titulos que
varian entre 10° y 10”. En este trabajo no fue posible aumentar el titulo viral atin
cuando se intentaron hacer pases en hamster como lo habian descrito trabajos de la
década de 1970”7. La linea celular usada en este ensayo no ha sido ampliamente
utilizada, por eso actualmente se esta empleando la linea RKi3. Con ésta se ha
logrado una mejor adaptacion viral a cultivo celular y se ha incrementado el titulo

hasta 10%°.



El aislamiento de campo, el modelo de infeccidn y la tendencia protectora mostrada
por el DLE permiten la continuacion en las investigaciones con respecto a EHV-1y
representan informacion importante ya que los datos disponibles acerca de este virus

en nuestro pais sSOn escasos.



Conclusiones

Se logro establecer el modelo murino de infeccion con un asilamiento de campo en
el que se encontraron diferencias en la ganancia de peso y presencia de focos de

necrosis hepatica hallazgo que no habia sido reportado mas que en abortos equinos.

La administracion intraperitoneal de dos microgramos de DLE por 5 dias, mostro
una tendencia a la disminucion en la presencia de lesiones histopatologicas en
ratones infectados intranasalmente con EHV-1, aunque el resultado no fue

estadisticamente significativo.



Prospectivas

Hacer caracterizaciones moleculares del virus para indagar la posible relacion entre

la cepa viral y la presentacion de signos y lesiones en el modelo murino.

Realizar estudios en los que se evalte la respuesta inmune en los animales infectados

y tratados con DLE, para comprender mejor el efecto del DLE.

Estandarizar el modelo de infeccion en ratonas gestantes para evaluar la accién

profilactica en esta etapa fisiologica.

Hacer una busqueda exhaustiva de nuevos aislamientos, secuenciarlos, tipificarlos y
compararlos con los que se encuentran registrados en las bases de datos

internacionales para poder iniciar un estudio epidemiologico.

Este modelo de infeccion puede ser de mucha utilidad para las pruebas encaminadas

al desarrollo de vacunas.
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