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1. RESUMEN

Leucosis Enzoodtica Bovina (LEB), una enfermedad neoplasica linfoproliferativa
(linfotropica) compleja, cronica y fatal, la cual genera pérdida de peso, infertilidad y
decremento en la produccion lactea. Las pérdidas econdmicas son directas por el
aumento en la demanda de animales de reemplazos. Asi mismo existe una
inhabilitacién de exportar ganado, semen y embriones a paises que tienen programas
especiales para el control del virus de la leucosis enzodtica bovina (VLEB). Los
cultivos celulares son importantes para el diagndstico y produccion de antigenos. Sin
embargo, existen pocos estudios sobre la susceptibilidad a la infeccion del VLEB en
lineas celulares. Las células de membrana sinovial de feto de cabra (MSFC) soportan
adecuadamente la replicacion de Retrovirus de pequefios rumiantes. Sin embargo,
éstas no han sido evaluadas para la infeccién con VLEB. El objetivo de este trabajo
fue determinar la susceptibilidad de las células de membrana sinovial de feto caprino
(MSFC) a la infeccion del VLEB mediante co-cultivos a partir de estas células y células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de bovinos previamente diagnosticados
como positivos al VLEB por ELISA y PCR, se revisaron durante un periodo de 20 dias
para detectar efecto citopético (células gigantes multinucleadas o sincitios), en dichos
co-cultivos y se confirmd la presencia del antigeno viral por inmunocitoquimica
utilizando un conjugado peroxidado anti-IgG de Bovino, ademas se confirmé mediante
PCR la infeccion de las células. Para el estudio de PCR se disefiaron un par de oligo
nucleotidos que amplificaban un fragmento de 436 pares de bases correspondiente al
gen pol del virus. Este es el primer reporte que describe la infeccion del VLEB en
MSFC, lo que puede permitir la utilizacidbn de éstas células para la produccion de

antigeno del VLEB con fines de diagndstico.



2. INTRODUCCION
2.1ANTECENTES

2.1.1 cultivos celulares

El cultivo de tejidos fue empleado en 1913, para la propagacion de virus
vacunales, y no fue sino hasta 1950 cuando Enders y Cols pudieron propagar los
cultivos celulares de rifion de Macaco. Asi mismo los primeros medios de cultivo eran
preparados a partir de hidrolizados de proteinas, estas caracteristicas fueron
perfeccionadas por los doctores Eagle y Earl, con la ayuda de sales balanceadas

(UNNE, www.catmicromed.ecaths.com; ULA, www.webdelprofesor.ula.ve).

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten
reproducir y mantener las células “in vitro”, esto permite tener al maximo sus
propiedades fisiologicas, bioquimicas y genéticas. Los cultivos de células se pueden
clasificar en cultivos primarios y secundarios, cepas celulares diploides y lineas
celulares continuas (Acton 1977), siendo estas Ultimas las que resisten un namero

ilimitado de pases con un complemento cromosoémico anormal. (Freshney, 1991)

En la actualidad los cultivos celulares facilitan el desarrollo de pruebas de
diagndstico y estudios de investigacion.
Algunas de las areas donde se utilizan los cultivos celulares son en:
* Virologia: para la replicacion viral, produccién de antigenos y diagnéstico entre
otros.
* Investigacion del cancer y evaluacion de antineoplasicos
* Produccion de anticuerpos monoclonales.
* Para la produccién de proteinas como: interferon, insulina, hormona de crecimiento.
« Estudios de interaccion y sefalizacion celular, en el desarrollo y diferenciacion celular

» Ensayos de toxicidad celular.

Algunas ventajas de utilizar cultivos celulares para los estudios antes

mencionados, permiten controlar su medio ambiente, pH, temperatura, niveles de O,


http://www.catmicromed.ecaths.com/
http://www.webdelprofesor.ula.ve/

CO; y tension superficial (caracteristicas fisico-quimicas y fisiolégicas necesarias para
el crecimiento y/o mantenimiento celular).
« Otra caracteristica importante es su homogeneidad celular.
» Una ventaja econdmicamente importante, es evitar el uso de animales en
experimentacion.
» Apoyar al comité interno para el cuidado y uso de los animales de
experimentacion.

(UNNE, www.catmicromed.ecaths.com; ULA, www.webdelprofesor.ula.ve; INDRE, 1998)

Sin embargo, existen algunas desventajas del cultivo celular
* Infraestructura necesaria para llevar a cabo el cultivo celular.
 La susceptibilidad de lineas celulares no es para todos los virus.
 La patogénesis viral en una célula no es representativa del curso de una
enfermedad en un individuo vivo.
(Freshney, 1991; INDRE, 1998)

2.1.2 Leucosis Enzoética Bovina

El virus de la leucosis bovina (VLEB) es el agente causal de la Leucosis
Enzodtica Bovina (LEB), la cual es una enfermedad neoplasica linfoproliferativa
(linfotrépica) compleja, crénica y fatal. La LEB es prevalente en muchas regiones del
mundo. En 1871 se reportd el primer caso de Leucosis Bovina al observar un nddulo
en el bazo de un bovino. (Wu et al., 2003; Gillet; 2007; Gutiérrez et al., 2009; Tsutsui et
a, 2010)

Se estima que el 70% de las cabezas de ganado en Estados Unidos de América
(EUA) estan infectadas con el VLEB, las estadisticas mundiales de la LEB no son
exactas y se considera que la LEB es la infeccibn mas frecuente en bovinos de
Canada y EUA, la cual impacta econbmicamente sobre la industria bovina, estimando
pérdidas del 10 al 30% en el ganado, por la eliminacién prematura de animales, lo cual
sucede mas frecuente en hatos lecheros. Otros estudios indican tasas de un 0 al 100%
de prevalencia. En México un estudio determind un 40% de prevalencia, en otros
paises como Francia han reportado una prevalencia del 27%, Venezuela 37%, Nueva

Zelanda 2% y Australia 0.22%. En Argentina la infeccién por el VLEB es comun en
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hatos lecheros y oscila entre un 40% y un 80% de prevalencia; en este pais,
actualmente se tiene un programa nacional de control voluntario, el cual consiste en un
monitoreo seroldgico constante (Miller & Van der Maaten, 1981; Monrroy, et al, 1993;
SENASA, 1994; Dube et al., 2000; Radostits, 2001; Arcare, et al., 2007; Monti et al.,
2007)

Su alta incidencia se relaciona con el tipo de manejo y confinamiento en el que
se encuentra el ganado. Actualmente, se han desarrollado y evaluado una serie de
métodos inmunoenzimaticos, los cuales son reconocidos como técnicas de diagndéstico
oficiales en EE.UU., Canada y otros paises. Sin embargo, independiente del método
serolégico empleado, la principal desventaja de estas pruebas es su incapacidad para
discriminar anticuerpos maternales de una infeccion activa, los cuales pueden persistir
durante los primeros 6 meses de vida del animal. Ademas, estos métodos no
proporcionan evidencia de la infeccidon en su etapa temprana, esto es, antes de la
seroconversion, esta enfermedad en particular puede tardar hasta 14 semanas en

presentarse. (Felmer et al., 2006)

La LEB infecta principalmente a linfocitos B, sin embargo, tiene la capacidad de
infectar otras células, tales como linfocitos T y monocitos. Se manifiesta con un curso
clinico lento, desarrollandose con un periodo de incubacion de 1 a 5 afios y afecta
principalmente a los animales mayores de 2 afios de edad. El ganado infectado puede
permanecer clinicamente asintomatico durante toda su vida. Sin embargo, solo un 30-
70% desarrolla linfocitosis persistente (LP), por lo que menos del 5% desarrollan
neoplasias o tumores linfoides, esto Ultimo se considera la forma clinica fatal de la
enfermedad, dependiendo del érgano afectado (Wu et al., 2003; Felmer et al., 2006;
Gutiérrez et al., 2009; Tsutsui et al., 2010).

En la mayoria de los casos de LEB no desarrollan signos clinicos aparentes,
pero puede encontrarse pérdida de peso, falta de apetito, infertilidad y decremento en
la produccién lactea. La aparicion de linfomas en vacas lecheras tiene un impacto
econdémico directo, por la seleccion de animales para desecho que se incrementa, por
lo que aumenta la demanda de animales de reemplazo. Asi mismo, existe una
inhabilitacién de exportar ganado, semen y embriones a paises que tienen programas

especiales para el control del VLEB (Dus Santos et al., 2007; Sordillo & Erskine, 2010)
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2.2 Etiologia

La leucosis enzoodtica es una enfermedad del ganado bovino causado por un

retrovirus exogeno, llamado virus de la leucosis bovina (VLEB), es un virus que

pertenece a la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae del género
deltavirus. TABLA 1 (Van der Maaten & Miller, 1990; Murphy et al.1999; Kabeya et al,

2001)

TABLA 1: CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS RETROVIRUS

Familia Subfamilia Género

Retroviridae | Orthoretrovirinae Alfaretrovirus

Betaretrovirus

Deltaretrovirus

Epsilonretrovirus

Gammaretrovirus

Especie

Carsinoma Aviar Mill Hill virus 2
Virus de la Leucosis Aviar
Virus de la Mieloblastosis Aviar
Virus del Sarcoma Aviar CT10
Virus del Sarcoma Fujinami
Virus del Sarcoma de Rous
Virus del Sarcoma de UR2

Virus del Sarcoma Y73

Retrovirus Jaagsiekte del borrego
Virus de Langur

Virus del mono Mason-Pfizer
Virus del tumor mamario del ratén
Retrovirus del mono Squirrel

Virus de la leucosis bovina
Virus linfotropico-T del primate
1,2y3

Virus del sarcoma epidermal de
Walleve

Virus de la hiperplasia epidermal
del Walleve 1, 2

Virus sincitial del pollo
Virus de la Leucemia Felina

Virus del sarcoma murino



Spumaretrovirinae

Lentivirus

Spumavirus

Virus del sarcoma Felino
Virus de la leucemia del mono
Oncovirus tipo-C del cerdo de Guinea

Virus de la reticuloendoteliosis
Virus del sarcoma murino Harvey,

Kirsten
Virus de la necrosis del bazo del pato

Retrovirus de la Serpientes

Virus de la inmunodeficiencia bovina
Virus de la artritis encefalitis caprina
Virus de anemia infecciosa equina
virus de la immunodeficiencia felina
virus inmunodeficiencia humana 1,2
Lentivirus del puma

Virus de la inmunodeficiencia del simid
Virus de maedi-visna

Virus espumoso del mono

verde africano, bovino equino,
felino, simio macaco y simio

(ICTV, 2009)

Es un virus con céapside icosahédrica, ARN de cadena sencilla y mide
aproximadamente 80-100nm de diametro (FIGURA 1) (Murphy et al., 1999; Dube et
al., 2009).

El VLEB esta constituido principalmente por tres regiones genémicas, gag, pol y
env, similar a los otros retrovirus. Sin embargo, tiene una region adicional llamada px,
la cual codifica para cuatro proteinas de las cuales dos ya han sido identificadas, Tax y
Rex que se relacionan con la regulacion de la expresion y la replicacion del VLEB,
estas dos proteinas se consideran esenciales en la patogenicidad. Las otras dos
proteinas denominadas RIII-ORF y GIV son proteinas accesorias, se cree que son la
causa de la linfocitosis persistente (LP) (Dub et al, 2000; Wu et al., 2003; Dube et al.,



Las proteinas codificadas por el gen gag son las de capside (CA) y
nucleocapside (NC), que forman la estructura del virion y juegan un papel importante
en las etapas iniciales del ciclo de la infeccidn, se designan p24 y p15 respectivamente
de acuerdo a su peso molecular (Dube et al., 2000; Gonzalez et al., 1999). La p24 es
el mayor componente de la capside y tiene varios sitios antigénico como WAPE y
GD21 que son epitopos para las células CD8 citotoxicas y son inmundégenos muy
importantes. El gen pol codifica para la trascriptasa reversa (RT) e integrasa (IN) y el
gen env codifica la glicoproteina transmembranal (gp 30) y glicoproteina de superficie
(gp 51) que son reconocidas por el receptor celular y son responsables del tropismo,
interferencia viral y fusion celular respectivamente (Dube et al., 2000; Nagy et al.,
2003; Ridge et al., 2005).

Las proteinas estructurales de VLEB como p24 y gp51 son importantes
inmunoégenos para detectar anticuerpos en la mayoria de los animales infectados. La
gp51 es un potente antigeno, responsable de la principal respuesta humoral del

huésped (Gonzalez et al., 2001).

FIGURA 1 Genoma del Virus de la
Leucosis Enzodtica Bovina (VLEB)
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2.3 Ciclo de replicacion viral

La replicacion de los retrovirus es mucho mas compleja que la de otros virus, ya
gue tienen un genoma ARN de cadena sencilla con sentido positivo, ademas este
virus codifica una enzima RT que sirve para generar un ADN de cadena doble. El
VLEB se adhiere al linfocito B para penetrar, ya dentro del citoplasma libera su acido
nucleico y comienza una retrotrascripcion del virus mediante la ayuda de la enzima RT
gue utiliza el virus para sintetizar un ADN complementario de cadena Unica a partir de
ARN y también degrada el ARN virico original, lo cual permite a los virus convertir el
ARN de banda sencilla lineal a un ADN doble circular, para después integrarlo en el
ADN cromosémico de la célula huésped. Con la ayuda de la enzima integrasa (IN), al
cual se le denomina provirus y puede mantenerse latente, integrado en el genoma de
la célula. A partir de este punto, el virus puede permanecer dentro de la célula o
comenzar a codificar las proteinas accesorias y de la capside, mediante un ARNm,
posteriormente se producen proteinas estructurales y el acido nucleico se integra,
dando lugar a la progenie, para posteriormente gemar atravesando la membrana de la
célula huésped y liberar un virion maduro, que puede finalmente infectar otras células
(Fenner et al.,, 1987; Coffin, 1997 Murphy et al.,, 1999; Rebhun, 1999; Van
Regenmortel, et al., 2000).

Figura 2. Ciclo de replicacion de los retrovirus

Tomado y modificado de http://www.google.com.mx/imgres/replicacionvih
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2.4 Cuadro clinico de la LEB

2.4.1 Presentacion de la enfermedad

La leucosis bovina presenta dos formas clinicas: La primera; leucosis enzodtica
bovina (LEB) y la segunda; leucosis bovina esporadica (LBs). Esta ultima presenta la

forma cutanea, timica y de terneros (Onuma et al., 1979; Mohanty y Dutta, 1981).

La LEB:
Esta es mas frecuente en ganado lechero, de cualquier edad y tiene tres
presentaciones principales;
# La primera son animales asintométicos (65% al 70% de la poblacién). La
importancia de ésta radica en que los bovinos fungen como portadores y

transmisores.

3

La segunda son portadores sanos con linfocitosis persistente (LP) (20% al 30%

de la poblacion enferma).

L

La tercera, se refiere al desarrollo de linfomas multisistémicos (1% al 5% de la
poblacion enferma) la cual llega a provocar muerte subita dependiendo de la
localizacion y es reconocida como la fase fatal de la enfermedad (Grimshaw et
al., 1979; Batrnaz et al., 1995; Dusinsky et al., 2000; Radostits, 2002; de la
Sota, 2004).

Los signos de la LEB aparecen después de los 2 afios de edad, son
inespecificos y variables, puesto que van a responder a la ubicacién de los linfomas y
el grado de afectacion de los 6rganos. Se han reportados anemia, emaciacién e
infertilidad, momificaciones por tumoraciones en las paredes del Utero y cuernos
uterinos, el signo mas frecuente es el agrandamiento bilateral de los ganglios pre-
escapulares, exoftalmia por degeneracion del tejido retro ocular y/o de las estructuras
internas del ojo, el cual es un signo bastante especifico de la enfermedad. La
presencia de deformaciones o masas tumorales subcutaneas en varias partes del

cuerpo, también es indicativo de la enfermedad (Chamizo, 2005, Gatti, 2007)



La LBs:

# La forma cutanea: es la mas rara de los linfosarcomas bovinos, se presenta en
animales de 18 a 30 meses de edad, los cuales presentan nodulos
subcutaneos circulares de diversas formas y consistencias. Suelen
desaparecer y reaparecer constantemente, la resoluciébn puede ser
espontaneamente y el animal llega a recuperarse (Grimshaw et al, 1979;
Batrnaz, et al, 1995; Dusinsky, et al., 2000; Radostits, 2002; de la Sota, 2004).

#* Forma timica o linfosarcoma timico: se presenta en ganado de 6 meses a dos
afos de edad, se observa una masiva infiltracion linfocitaria del timo,
caracterizado por una tumoracion marcada, asi como otros linfonodos
afectados, como los preescapulares y mediastinicos; los cuales llegan afectar
organos adyacentes, debido a que puede generar metastasis (Grimshaw, et al,
1979; Batrnaz, et al, 1995; dusinsky, et al., 2000; Radostits, 2002; de la Sota,
2004).

& En terneros usualmente se presenta en animales menores de 6 meses de edad,;
consiste en una tumoracion generalizada y simétrica de los linfonodos externos
e internos, donde se observa una infiltracion de células tumorales linfoides en
el higado, bazo y medula 6sea (Grimshaw et al., 1979; Batrnaz et al., 1995;
Dusinsky et al., 2000; Radostits, 2002; de la Sota, 2004).

2.5 Mecanismos inmunitarios

La respuesta inmune humoral es de relevancia en la deteccion de la infeccion
por el VLEB. Sin embargo, la infeccién afecta principalmente a los linfocitos B
provocando una disminucion en la capacidad de respuesta hacia otros agentes
secundarios. Es conocido desde hace tiempo que el VLEB induce modificaciones en
las inmunoglobulinas, principalmente la IgM; afectando asi sus niveles séricos, su
estructura y su funcién bioldgica. Los animales infectados con la fase de LP, tienen un
aumento en de IgM como de IgG, después de la infeccion el intervalo de aparicion de
estas es de 14 semanas, siendo esta una respuesta humoral contra la p24 y gp51 del
VLEB (Levkut et al., 1995, Dimmock et al., 1991, Radostits, 2001).
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Ademas en las infecciones por retrovirus se ha descrito alteraciones y cambios
en los niveles de citocinas (TABLA 2), asi el VLEB produce una proliferacion de
linfocitos B, mediados por la sobreexpresion de citocinas promotoras del crecimiento y
la progresion de las distintas etapas de la infecciéon. De esta manera en la infeccion se
activan las citocinas y sus promotores responsables del crecimiento de linfocitos B,
también el VLEB puede infectar otro tipo de células como linfocitos T y monocitos, de
tal forma que la activacion de estas células, incrementando el numero de citocinas
implicadas en la patogenicidad (TABLA 3) (Pyeon, 1996; Richar, 1989; Yacobson et
al, 1998).

Las citocinas son polipéptidos activos biologicamente que pueden controlar el
crecimiento y diferenciacion de linfocitos T y B. Experimentalmente se ha establecido
una correlacion directamente proporcional entre la Linfocitosis Persistente (LP) y la
produccion de interferon gama (INFy) y otras citocinas. La infeccion modifica la
sintesis de las citocinas producidas por los linfocitos T, por ejemplo Inter leucina 2
(IL2), origina la expansion de los linfocitos B, por lo que un estudio demostré un
incremento de 10 veces mas la produccion de IL2 en animales infectados en la fase
de LEB y LP, esto a partir de cuatro semanas post-infeccion Se ha demostrado que
cantidades tan pequefias como de 0.001 ml de sangre pueden contener suficientes

linfocitos infectados como para transmitir la enfermedad (Yakobson et al., 2000).
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TABLA 2: ALTERACION EN LA CONCENTRACION DE CITOCINAS Y SUS

CONSECUENCIAS
‘ CITOCINAS ALTERACION EN LA INFECCION POR VLEB CONSECUENCIAS
IL-1 Incremento por la secrecién de monocitos Incremento en la proliferacion
de LT Y LB.
IL-2 Secrecién incrementada al comienzo de la infeccién, | Desconocida.
gue va disminuyendo segun progresa la infeccidn,
con valores normales en animales con tumores
IL-6 Incremento en LP Disminucién en la secrecién de
antigenos virales, posible
Invariable contribucién a la latencia.
IL-10 Incremento durante la evolucion de la enfermedad Correlacion con los estadios

avanzados de la infeccion vy

Invariable tumores.
TNF Incremento de la produccion por monocitos Estimula la produccion de LT, LB.
Incremento de la produccion de linfocitos (LP) Latencia in vivo por disminucién

en la producciéon de antigenos

Invariable virales.

IFNY Indetectable en el suero No asociado a la infeccion pero
Disminucién durante LP puede ser por una disminucién de
Secreci6n por monocitos incrementada los LT durante LP.

IL Inter leucina, TNF: Factor de Necrosis Tumoral, IFN:Interferon, LB: Linfocitos B, LT: Linfocitos T, LP: Linfocitosis Persistente.

(Reyes, 2003)

TABLA 3: NIVELES DE CITOCINAS EN DIFERENTES ESTADIOS DE LA LEUCOSIS
BOVINA

VLEB-/LP- + + + + + + +
VLEB+/LP- ++ ++++ - + ++ - ++
VLEB+/PL+ | ++ ++ - ++ +++ - ++
TUMOR + = ++++ =

VLEB-/LP- animales negativos al virus y a linfocitosis persistente; VLEB+/LP- animales positivos al virus y negativos a linfocitosis
persistente; VLEB+/PL+ animales positivos al virus y con linfocitosis persistente; TUMOR animales con neoplasias; (-) Negativo; (+ +)
Positivo; (+ + +) Moderadamente positivo; (+ + + +) Fuertemente positivo; (IL) Citocina; (IFN) Interferon; (TNF) Factor de necrosis

tumoral. (Doménech, 1994)
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2.6 Epidemiologia

La prevalencia de la LEB en el ganado bovino es menor en animales de menos
de 24 meses de edad, y esta prevalencia aumenta cuando se busca una mejora en la
produccion en el ganado, ya que las novillas se incluye al hato y entran en estrecho
contacto con vacas de mayor edad infectadas con el VLEB. Cuando una poblacion en
el hato esta infectada sin desarrollar el cuadro clinico o neoplasico, se dice que esto
depende del perfil genético y que existe una relacion compleja entre el perfil genético y
la produccién lactea (Mirshy et al., 1998; Zanotti et al., 1998; Van Eijk et al., 1998).

El polimorfismo en el gen BoLA DRB 3.2 se ha relacionado a la resistencia o
susceptibilidad al desarrollo de LP y linfosarcoma inducido por el VLEB. También se
ha comunicado la identificacion de un motivo designado ER que esta presente en los
alelos 11, 23 y 28 asociado con resistencia a LP en bovinos infectados con VLEB. La
resistencia parece depender de la presencia de los aminoacidos polares (Xu et al.,
1993; Mirshy et al., 1998; Zanotti et al., 1998; Van Eijk et al., 1998).

Ademés se ha demostrado una correlacion muy significativa entre la infeccion
por el VLEB y la persistencia de infecciones bacteriana y micoticas, debido a una
aparente inmunosupresion, ademas de su correlacion con una baja en la produccion y

reproduccién (Radostits, 2001).
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2.7 Formas de transmisién

La transmision de la enfermedad se lleva a cabo mediante la transferencia de
células infectadas de animales portadores y/o enfermos hacia animales sanos, existen
dos vias: horizontal y vertical, la forma horizontal es mediante sangre, insectos
hematofagos (tdbanos) que actian como vehiculos, inseminacion artificial y la via
iatrogénica, que se considera la principal forma de trasmisién. Entre la madre y el
becerro mediante la leche y calostro, por el contrario, no se ha confirmado si existe
realmente trasmision natural de antigenos virales o ADN proviral transplacentario del
VLEB (FIGURA 3) (Dimmock et al., 1991; Meas et al., 2002, Mateos, 2003, Motton,
2005; Dus Santos et al, 2007).

FIGURA 3: Mecanismos de transmisién de leucosis bovina

Eoving Infectada

1.~ TRANSMISION HORIZONTAL iICONTACTO DIRECTO.
AEROSOES)

2.~ TRANSMISION YATROGENA AGUIAS, MATERIAL
QUIRURGICO, EXAMEN TOCOLOSGICO Y OTROS)

B~ INSECTOS HEMATOFAGOS (VECTORES )

A= TRANSMISION VERTICAL (TRANSPLACENTARLA )

5.~ TRASMISION VERTICAL (CALOSTRO Y LECHE)
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2.8 Diagndéstico

El diagnostico de los animales con Linfosarcoma es relativamente facil para los
veterinarios clinicos, pero el diagnostico de los animales con Linfocitosis Persistente y
de aquellos infectados asintomatico, se requiere de pruebas de laboratorio. Las
pruebas utilizadas son tanto de deteccidén de anticuerpos (IDGA y ELISA) o deteccion

del virus por PCR.

El diagndstico se basa en:
a) Diagnostico clinico
b) Pruebas de laboratorio
e Hematologico (Conteo infocitario)
e Prueba de Inmunodifusion en agar gel (IDAG)
e Prueba de ELISA (indirecta)
e Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

e Prueba de aislamiento viral (Cultivo celular)

La Organizacion Mundial de la Salud Animal (OIE) recomienda para identificar el
VLEB diferentes pruebas, como: aislamiento del virus, PCR anidada, pruebas
serolégicas como IDAG y ELISA (Pruebas oficiales de la OIE, 2009).

2.8.1 Diagndéstico clinico

El diagnéstico clinico se basa en el desarrollo de un examen general acompafado
de la auscultacion, ya que esto nos permite saber en que condicidn esta el animal, si
existe incremento en el tamafio de los linfonodos superficiales a lo largo del tronco.
También pueden palparse por las paredes recto-vaginales, la uretra, la vejiga, el rifion

y el Gtero (Hernandez et al., 2006).

A la necropsia podemos llegar a observar lesiones en diferentes 6rganos, o sentir
el incremento de tamafo de los linfonodos mas superficiales, se observa hipertrofia de
linfonodos seccionados que presentan aspecto homogéneo, compacto, blanquecino y
ligeramente edematoso (Hernandez et al., 2006).
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2.8.2 Pruebas de laboratorio
2.8.2.1 Hematoldgico

La asociacion de la LP con el desarrollo de casos de linfosarcoma, di6 lugar a
postular que ambos cuadros se debian al mismo agente patdgeno y fue la base para
establecer las claves hematoldgicas, esta hipotesis fue formulada por Bendixen (1964)
y confirmada por Miller y Cois en 1969. Las alteraciones en el hematocrito del animal
por la LEB se observan principalmente en los linfocitos, por lo tanto, el examen
consiste en la evaluacion cuantitativa y cualitativa de los linfocitos y células
mononucleares. Los siguientes cambios son tipicos para los animales en la fase
subclinica de leucosis: (Batmaz et al., 1995; Chamizo, 2005).

e Aumento en el numero de linfocitos (Linfocitosis)

e Presencia de células con caracteristicas neoplasicas patoldgicas de los tipos

mononucleares, de un tamafio aproximado de 18- 20 p, de forma irregular,
de citoplasma grande, tamarfio y forma del nlcleo variable y nucléolos bien

diferenciados (anisocariosis) (Gibbons, 1984).

Los hallazgos hematoldgicos de animales con LP, se observa un recuento de
por lo menos 3 desviaciones anormales por encima del recuento normal durante tres
meses. En la LP es indispensable saber identificar el nimero total de linfocitos por
mm?. Esto se puede realizar calculando el nimero total de leucocitos y el porcentaje
de linfocitos existentes de manera normal. Goetze en 1953 en Alemania y Bendixen en
1957, propusieron usar parametros (Bendixen) para clasificar a los bovinos,
basandose en la edad y el nimero absoluto de linfocitos/mm?® (TABLA 4) (Rosemberg,
1994).
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TABLA 4: PARAMETROS DE BENDIXEN

Recuento absoluto de linfocitos /mm*

Normal Sospechoso Positivo
Edad en afios
0-1 <10 000 10 000-12 000 > 12 000
1-2 <9000 9 000-11 000 >11 000
2-3 <7500 7 500-9 500 >9 500
3-4 <6 500 6 500-8 500 >8 500
4 <5 000 5 000-7 000 >7 000

(Reyes, 2003)

2.8.2.2 Prueba de Inmunodifusién en agar gel (IDAG)

La técnica de inmunodifusion en agar aplicada en forma masiva en las
poblaciones de ganado, ayuda a detectar los animales infectados por el VLEB, aunque
con estudios complementarios se puede confirmar el diagndstico mediante aislamiento
del agente etiol6gico, concentrando asi los esfuerzos del diagnostico en los animales
detectados previamente por serologia (Barajas, reporte)

La infeccién por el VLEB estimula una fuerte reaccion inmune humoral en contra
de las principales proteinas virales p24 y gp51, la IDAG tiene una sensibilidad del
69.8% y una especificidad del 67.4%. Independientemente del método seroldgico
empleado, la principal desventaja de éstas pruebas, es su incapacidad para
discriminar anticuerpos maternales pasivos de una infeccidon activa, o que puede
persistir durante los primeros 6 meses de vida del animal (Felmer 2006; In Lim et al.,
2009)

2.8.2.3 Prueba de ELISA (indirecta)
La prueba de ELISA se basa e el uso de anticuerpos marcados con una

enzima, de forma que los conjugados resultantes tenga actividad tanto inmunolégica

como enzimatica. (Protocolo de Técnicas, 2006 www.cultek.com)

La técnica de ELISA ha sido adoptada como técnica rutinaria en el diagnéstico
de la enfermedad. La ventaja de ésta, es que comercialmente se encuentran “kits”
disponibles para su empleo, es muy sensible, sencilla, tiene la capacidad de detectar y

cuantificar anticuerpos contra el VLEB (ELISA directa). La infeccion por VLEB estimula
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una fuerte reaccion inmune humoral en contra de las principales proteinas virales p24
gp51 y constituye una base para la deteccion de la enfermedad mediante pruebas

serolégicas (Felmer et al., 2006).

Existe el inconveniente de detectar animales falsos positivos, o falsos negativos,
por lo que se recomienda la utilizacion de dos pruebas paralelas. Existe un estudio que
sugiere la utilizacion de 3 a 48 sueros a evaluar los cuales son mezclados y utilizados
como uno solo (pool), lo cual disminuye costos en la técnica y la sensibilidad no se ve
afectada, ya que se estima una efectividad de un 88.9 a 99%. (Levkut et al., 1995,
Horigan et al., 2009).

La base del éxito en la realizacidén de la técnica de diagndstico se encuentra en
la calidad del antigeno, la calidad del los sueros testigos positivos y negativos a
utilizar, independientemente de la certeza, confiabilidad y repetitividad de los
resultados en los que intervienen el técnico y equipo utilizado. Asi mismo, se sugiere
gue dependiendo del estado en el que se encuentre el animal es la posibilidad de
detectar falsos negativos en las pruebas seroldgicas (Barajas et al., Levkut et al.,
1995, Horigan et al., 2009).

2.8.2.4 Aislamiento viral (Cultivo celular)

Mucho de los avances en el dmbito de la virologia es consecuencia de la
habilidad de los virus para crecer en cultivos celulares in vitro. Dado que los virus
requieren células vivas para replicarse. Esta técnica nos permite replicar el virus lo
cual nos sirve para diagnosticar y demostrar la presencia del mismo, asi como también
para producir antigeno. La mayoria de los virus pueden crecen en lineas celulares, tal
es el caso del virus de la leucosis bovina, para el cual se han desafiado diversas lineas
celulares (TABLA 5) (Coll 1993).
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TABLA 5: Células Susceptibles a la infeccion del Virus de la Leucosis Bovina (VLEB)

‘ Linea Celular Autor ‘
ThiLu (pulmén murciélago) Donald et al., 1976
DBS (pulmén de feto Rhesus) Donald et al., 1976
FLS (Bazo de feto de cordero) Donald et al., 1976
PTOO (bazo chimpancé) Donald et al., 1976
FLK (rifion de feto de cordero) Donald et al., 1976
NBC-13 linfocitos-B neoplésicos. Lee Jhon, 2005, McClure et al., 1974
NBC-10 linfocitos-B neoplasicos. Gutierrez, 2009, McClure et al., 1976

2.8.2.5 Prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La OIE ha descrito la utilizacion de la PCR para detectar el genoma del VLEB,
esta técnica es exclusiva para aquellos laboratorios que dispongan de servicios de
biologia molecular. A pesar de esto y su costo, la técnica permite detectar la presencia
de fragmentos génicos del VLEB con la ayuda de oligonucleétidos o cebadores
(TABLA 6). (Du Santos 2007; OIE, 2009)

La PCR anidada se recomienda utilizar en la deteccion de la infeccion del

VLEB de forma individual tomando en cuenta las siguientes circunstancias:

e Terneros jovenes con anticuerpos del calostro.
e Casos de tumor, para diferenciar entre linfoma esporéadico e infeccioso.
e Tejido tumoral de casos sospechosos recogidos en mataderos.
e Nuevas infecciones, antes del desarrollo de anticuerpos contra el VLEB.
e Casos de resultados débilmente positivos o inciertos en pruebas de tipo
ELISA.
e Andlisis sistematico del ganado en centros de prueba de reproduccion
(antes de la introduccién en centros de inseminacion artificial).
La prueba de PCR no es practica para su utilizacién a nivel de hato, pero puede
emplearse como un complemento para la serologia como prueba confirmatoria (OIE,
20009).
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TABLA 6: Algunas secuencias de oligonucledtidos para PCR utilizadas en el

diagndstico del VLEB.

‘ SECUENCIA REGION ‘ DETECCION ‘ AUTOR
Fw GAA AGC CTT CAA ATG CCT AA Env Du Santos, 2007
Rv ACA TTA ATG CCA GTG AGC CC Virus en Semen
Fw TTTGTGCATGACCTACGAGCTACA Pol Du Santos, 2007
Rv AAGCGGTCTTCGACTGGAATCT Virus en Semen
Fw AACACTACGACTTGCAATCC Gag Du Santos, 2007
Rv GGTTCCTTAGGACTCCGTCG Virus en Semen
Fw TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA Env PCR (anidada) Felmer, 2006
Rv AACAACAACCTCTGGGGAGGGT Virus en Leche y sangre
Fw CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT
Rv GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTG G
Fw CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT Env Virus en sangre, bovinos | Naif et al.,
Rv GCGCGGCCGGGTCCAGAGCTGG infectados experimentalmente
Fw CCC CGT GTG GGT TCC CTG GCG Env Provirus en sangre, evaluacion | Eaves et al.,
RV CAA ACC GGC GCC GCC CTT GTG de PCR, IDAG, 1994
FW AGG CGC TCT CCT GGC TAC TG Tax Provirus en sangre Tajima et al.,
RV GGC ACC AGG CAT CGA TGG TG 2005
FW CTG GCC AAG GTC ATC CAT GAC Rex Provirus en sangre Tajima et al.,
Rv CCT CCGACGCCT GCTTCACCAC 2005
FW CTTTGTGTGCCAAGTCTCCCAGATACA Env Provirus en sangre, Oie, 2009
Rv CCAACATATAGCACAGTCTGGGAAGGC Diagnéstico
Fw CTGTAAATGGCTATCCTAAGATCTACTGGC
RVGACAGAGGGAACCCAGTCACTGTTCAACTG
Fw TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA Env Provirus en sangre Beier et al.,

Fw CCAACAAGGGCGGCGCCGGTTT
Rv TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA
Rv CCAACAAGGGCGGCGCCGGTTT

2004, Sagata,
1985
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2.9 Prevencién y control

Pese a que ha habido algunos éxitos experimentales, no existe ninguna vacuna
para prevenir la infeccién por el VLEB de la cual se disponga comercialmente. En
muchos paises, incluso Argentina, los programas de control convencionales se basan
en la deteccion de los animales infectados y eliminacion de los mismos. En
consecuencia, no existe una conveniente relacion costo/beneficio en hatos de alta
prevalencia para aplicar programas de control convencionales. El Servicio Nacional de
Sanidad Animal (SENASA) promulg6 en el afio 1994 en la Resolucion 337/94 la
propuesta de un plan voluntario de saneamiento. Este plan implica el examen

serolégico de todos los animales de mas de 6 meses de edad (Ferraro, 2008).

La LEB se puede erradicar de un hato e incluso de un pais 0 mantenerse
controlada a un nivel bajo de la siguiente manera:
# Deteccion y sacrificio de animales infectados.
& Mantenimiento de hatos cerrados, solo permitir la entrada a animales libres del
VLEB.

3

Monitoreo del ganado cada 60 dias utilizando pruebas serologicas.

3

Monitoreo de las becerras jovenes para remplazo, mediante pruebas mas

especificas como PCR y RT-PCR.

L

Evitar comprar semen y/o embriones que provenga de animales enfermos con
VLEB.

Evitar introducir animales nuevos y/o importarlos, o pedir el certificado de libre

3

de la infeccién de LEB.

L

Evitar reciclar materiales desechables como agujas, guantes etc. asi como
procurar la desinfeccion del material quirdrgico o instrumental de
mantenimiento, como son: tijeras, tatuadoras, perforadoras, etc.

#& Control de vectores.
(Reginald et al., 1985; Radostits et al., 2001; Hernandez et al., 2006, Acaite, et al.,
2007)
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3. JUSTIFICACION

Se ha descrito que células de origen bovino, canino, ovino, caprino, simio,
humano y murciélago pueden ser infectadas in vitro por el virus de la leucosis
enzodtica bovina (VLEB) cuando éstas células son co-cultivadas con células
infectadas con VLEB muestran la presencia del antigeno viral en su interior asi como
la formacion de sincitios.

Sin embargo, las células como TbilLu de pulmén de murciélago (ATCC) han
mostrado una replicacion abundante del VLEB, mientras que, en células FCf 2 Th de
timo de canino (NBRL), DBS-FRhL-1 de pulmon de mono Rhesus y S-743 de ovario
caprino, la replicacion ha sido moderada. Se establecié un estudio para determinar la
permeabilidad a la infeccion del VLEB en las células de MSFC. Las cuales estan
disponibles s6lo en nuestro laboratorio, obviando la necesidad de importacion y las
cuales han sido evaluadas y utilizadas particularmente para la replicacion y obtencion
de otros retrovirus de pequefios rumiantes con muy buenos resultados.

Por otro lado, en la literatura nacional no existen reportes sobre diagndstico de
VLEB utilizando la técnica del aislamiento viral en las células de MSFC, siendo éste el

primer reporte.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Comprobar si las células de membrana sinovial de feto caprino (MSFC) son
permisibles a la infeccion por el VLB, realizando co-cultivos con las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) obtenidas de bovinos seropositivos y

seronegativos al virus.

4.2 Objetivos particulares
1. Determinar las cantidades de CMSP y de células de MSFC para realizar co-
cultivos celulares.
2. Realizar la infeccion y detectar si el VLEB produce células gigantes
multinucleadas (sincitios) y determinar el tiempo que tardan en formarse.
3. Detectar la presencia del virus y pro-virus de la leucosis bovina en las células
de MSFC infectadas, por medio de pruebas complementarias como la

Inmunocitoquimica y PCR.
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5. HIPOTESIS

Si las células S-743 de ovario caprino han mostrado una replicacion moderada
del VLEB cuando han sido co-cultivadas con células infectadas con dicho virus y
ademas se ha detectado la presencia del antigeno viral en su interior formado sincitios;
entonces de la misma manera, el VLEB replicarg, formara sincitios y se encontrara en
el interior las células de MSFC una vez que hayan sido co-cultivadas con CMSP

proveniente de animales serolégicamente positivos.
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6. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en colaboracion con el Complejo Agropecuario
Industrial de Tizayuca (CAIT), Hidalgo, en el laboratorio de Inmuno-Virologia del
Hospital de pediatria del Centro Medico Nacional (CMN) Siglo XXI y en el Laboratorio

de Virologia, Genética y Biologia Molecular de la FES-Cuautitlan.
6.1 Cultivo de células de MSFC

En este estudio, se llevaron a cabo cultivos de células de MSFC para
determinar la susceptibilidad de éstas a la infeccién del VLEB, las cuales fueron
donadas por el laboratorio de Inmuno-Virologia del Hospital de pediatria del CMN Siglo
XXI.

Las células de MSFC fueron propagadas utilizando medio minimo esencial
Glasgow suplementado con 2mM L-Glutamina, 1% piruvatos, 1% de una solucién de
antibiéticos/antimicético (10 000 U de penicilina, 10 000 pg de estreptomicina y 25 ug
de anfotericina por ml) y 10% de suero fetal bovino (SFB). Se establecieron botellas de
75 cm?, en cada caja se colocaron 1,000,000 de células de MSFC, las cuales fueron
contadas previa tincidon con azul tripan en camara de Neubauer y con este numero de
células se obtuvo una confluencia del 70% al 80% en 48 hrs, con lo que se establecio

el niumero de CMSF que se utilizarian para los co-cultivos.

6.2 Animales de experimentacién

El estudio se realizé con 11 bovinos hembras positivas y 1 negativa al VLEB
gue fueron previamente evaluadas por las pruebas de ELISA y PCR (Zavaleta, 2009).
A partir de cada uno de estos animales se aislaron las CMSP obtenidas de sangre por
veni-puncion aséptica de la vena coccigea media con un sistema de vacio
(Vacutainer® con anticoagulante (EDTA). Las muestras de sangre (8 mL) fueron
remitidas al Laboratorio de Virologia, Genética y Biologia Molecular de la FES-
Cuautittan campo 4 para su procesamiento y separacion de CMSP mediante una

técnica denominada Buffycoat.
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6.3 Obtencién de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

La separaciéon de CMSP fue mediante centrifugaciéon a 2,500 rpm por 15min,
obteniendo asi la capa blanca, de la cual se utilizé aproximadamente 500 ul y se diluy6
en PBS 1x (0.01M) a una proporcion de 1:1; posteriormente se transfirié a un gradiente
de densidad Ficoll/Histopaque® con densidad de 1.077 + 0.001 (HISTOPAQUE™-
1077; 5.7g/dl de polimero de sacarosa [Ficoll-400], y diatrizoato de sodio 3-5 bis
acetilamino -2, 4, 6 acido triyodobenzéico; SIGMA®; Saint Louis, Missouri USA) y fue
centrifugada a 2,500 rpm durante 30min, en seguida se recuperaron las CMSP y se
transfirieron a un vial con 1000 pl de PBS 1x (0.01M) para realizar los lavados,
centrifugando a 2,500rpm por 10min repitiendo 3 veces este procedimiento. El numero
de células a utilizar fue ajustado con medio Glasgow y finalmente se contaron con la
camara de Neubauer para determinar su viabilidad y numero de células por ml
(Crespo, 2000, Gorodezky 2008).

Figura 4. Separacion de células mononucleares a partir de sangre periférica utilizando un

gradiente de densidad en medio liquido.
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6.4 Co-cultivos

A partir de las 11 muestras de bovinos positivos y 1 negativa al VLEB
seropositivo se ocupo un total de 1,462,500 CMSP viables y suspendidas en medio
Glasgow, para los co-cultivos con células de MSFC con una confluencia de entre 60-
70% en cajas de cultivo tipo falcon de 75 cm® y posteriormente se incubaron 24 hrs a
37°C con 5% de CO,. Posteriormente el medio fue retirado de la monocapa celular y
se realizaron 2 lavados con PBS 1x (0.01M), para asi finalmente mantener los co-
cultivos con medio Glasgow al 5% de SFB.

Los co-cultivos fueron monitoreados diariamente durante 20 dias o hasta que se
observo un 50 % de lisis celular. El sobrenadante se clarificé a 2500 rpm por 15 min y
se guardo a -20°C. Las células del cultivo se desprendieron por accién mecéanica y se
suspendieron en 1 ml de medio Glasgow, las cuales fueron utilizadas en las técnicas

descritas posteriormente.

6.6 Deteccidon del VLEB por inmunocitoquimica

La mitad de las células obtenidas de los co-cultivos, se utilizaron para realizar la
técnica de inmunocitoquimica, fijandolas con acetona en portaobjetos y realizando los

siguientes pasos:

3

Hidratacion de laminillas con TBS 5 min.

L

Peroxido de hidrogeno al 3% 30 min. a temperatura ambiente.

L

Tres lavados con TBS 5 min. cada uno
# Bloqueo con suero caprino (10%) por 10 min. en camara hiumeda.

Tres lavados con TBS 5 min. cada uno

L

Suero control positivo al VLB por 1 hora en camara himeda.
Tres lavados con TBS 5 min. cada uno

L

3

Colocar conjugado anti IgG Bovino acoplado a peroxidasa (diluido 1:1000) por
30 min en camara humeda.

Tres lavados con TBS 5 min. cada uno

Colocar DAB de 5 a 10 min.

# Inactivar con agua corriente

L

L

Contra tefir con hematoxilina.

Montar con resina.

L
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Una resultado fue considerado positivo cuando se observé una coloracidn marrén en
la célula (Coll, 1993).

6.7 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN de los co-cultivos de células de MSFC se realiz6 por
medio de un sistema de extraccion presurizado (QuickGene-Mini80, Fujifilm

LifeScience) siguiendo el instructivo del fabricante.

L

200p! Muestra

# 250 pul Buffer de lisis (LDB)

30 pl de solucién EDB (proteina K) (EDB)
Mezclar en vortex por 15 seg.

b

L

# Incubar a 56°C por 2 min.
# Centrifugar a 10,000 rpm
Agregar 250 pl de Etanol al 99%

b

L

Mezclar en vortex por 15 seg
#® Centrifugar a 10,000 rpm

# Trasferir a columnas

b

Lavar 3 veces con 759 pl de solucion de lavado.

L

Se colocan las columnas sobre tubos limpios.

L

Colocar el buffer de elucién (WDB) para recuperar el ADN.

6.7 Cuantificacién de ADN

El ADN obtenido de las células co-cultivadas se cuantific6 mediante la lectura
de densidad oéptica a 280 nm en un espectrofotometro (Biofotometer, Eppendor,
Hamburg, Germany), ajustando asi una concentracion minima de ADN (100ng/uL) y

conservandolo a -20°C hasta su uso.

6.8 Disefio de cebadores
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Se disefio un par de cebadores utilizando el sofware primer 3 en internet

(http://simgene.com/Primer3), las secuencias sintetizadas fueron para Pol_Arg4l fw

TCAAAGATGCCTTCTTCCAG y Pol_Arg4l rv TGAAGAGAAATTGGGGATGA con una
longitud de 20 nucleétidos cada uno, perteneciendo al gen pol del VLEB, region

altamente conservada (Dube et al., 2000).

6.9 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para confirmar la presencia de ADN proviral en células de MSFC se realiz6 la reaccion

de PCR en un termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf,Hamburg, Germany)

utilizando los siguientes reactivos:

Master Mix

et

‘il
i

# Buffer (10x)

MgCl, (50mM)

% dNTP’S (25mM)

3

Pol_Arg41 sense (600nM)
Pol_Arg41 antisense (600nM)
Tag Pol (5U/ pl)

* DNA (100ng/ pl)

L

Agua

Volumen final

1 Reaccion
2.5 ul

1l

0.25 pl

1.5 pl

1.5 pl

0.5 ul

10 pl

7.75 pl

25 ul

La PCR se realiz6 utilizando las siguientes condiciones:

1.

94.5°C por 5 min. (desnaturalizacion)
2. 94.5°C por 30 seq.

3.

4. 72°C por 50 seg.(Extension)

58°C por 40 seg. (Alineamiento)

Repetir a partir del segundo paso 44 ciclos.

72°C por 10 min. (Extension final)
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6.10 Visualizacion en geles de agarosa

El producto de amplificacién obtenido por PCR, fue separado por electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% y tefiido con bromuro de etidio (5ug/ml). Para el corrimiento
electroforético se utilizd amortiguador TBE 1X (89mM Tris-Cl, 89mM de Acido Borico,
2mM de EDTA, pH 8.0) utilizando 80 volts por 1 hr. Un resultado positivo fue
considerado cuando se observo una banda de amplificacién de 436 pares de bases

(pb), visualizados y fotodocumento en un transinluminador (Apollo, Instrumentation).

6.11 Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa

La purificacion de las bandas amplificadas en la PCR se realizé con el Kit de Quiagen.
El producto de amplificacion especifico visualizado con el transiluminador fue cortado y
colocandolo en un tubo de microcentrifuga de 1.5ul, para posteriormente seguir las

instrucciones del fabricante.

3

Agregar 240ul de solucion BQG

3

Incubar 50°C por 10 min.

& Agregar 80pl isopropanol

Pasar la solucion al tubo con una matriz del kit.

Centrifugar por 1min a 13 000rpm

# Lavar con 750 pl de amortiguador PE dejando reposar de 2 a 5 min.
#® Centrifugar a 13 000rpm por 1min.

et

#® Pasar la columna a un tubo de microcentrifuga
#® Agregar amortiguador ED dejar reposar 2 a 5 min.
# Centrifugar a 13 000rpm
El producto obtenido de la purificacion fue reamplificado por PCR obteniendo un banda

especifica de 436 pb.
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7. RESULTADOS

7.1 Co-cultivos

Se obtuvo un adecuado crecimiento de las células de membrana sinovial de feto
caprino con las que se realizaron co-cultivos. Determinando que al usar una densidad
de 1,000,000 células de MSFC, se observa una confluencia del 70-80% en 48hrs. Asi
mismo se promedio 1,462,500 de CMSP, el cual fue el minimo niimero obtenido de los
animales en estudio, pues su rango varié desde 1,462,500 hasta 8,000,000 de CMSP

/mil.

Los 12 co-cultivos de células de MSFC y CMSP realizados con las cantidades
previamente determinadas se monitorearon diariamente hasta observarse el 50% de
lisis celular o hasta los 20 dias. Después de 18-24 hrs, los co-cultivos mostraron desde
un 15 hasta el 90%.de desprendimiento de la monocapa celular. Los co-cultivos de los
animales 117, 164, 258, 264 y 938 mostraron un 80-90% de desprendimiento de la
monocapa celular (DMC), mientras que en los de los animales 188, 348, 892, 920, 935
y 949 se observo efecto citopatico (células gigantes multinucleadas o sincitios) desde

los 8 y hasta los 20 dias de haberse llevado a cabo el co-cultivo (TABLA 7).

Después de 8 dias en el co-cultivo del animal 949 (FIGURA 6), 348, 892
(FIGURA 10) y 935 (FIGURA 11) se observaron células gigantes multinucleadas por
campo y en el 188 y 920 dos células gigantes multinucleadas por campo
considerandolas asi positivas; en algunos casos se evidenciaron nudcleos no muy
nitidos. A los 15 dias el efecto citopéatico se incrementd, en el co-cultivo de los
animales 188 (FIGURAS 12, 13y 14), 949 (FIGURA 7) y 892 se encontraron mas de
tres, en el 348 (FIGURA 9) dos células gigantes multinucleadas por campo. En el dia
20 un 67% de los co-cultivos, el de los animales 188, 920, 949 (FIGURA 12) y 892
tuvieron mas de tres y el 33% de los animales 348 y 935 dos células gigantes
multinucleadas por campo. En los co-cultivos de los animales 188, 949 y 892 se
evidencié mas rapido y en mayor cantidad el efecto citopatico. Estos resultados se
encuentran resumidos en el TABLA 7 y se muestran en las figuras 6 a 14 a un
aumento de 40X que incluye la del control negativo.
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FIGURA 5. Control Negativo. Células membrana
sinovial sin co-cultivar
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FIGURA 6: Células gigantes multinucleadas a 8 dias post-
cocultivo del animal 949. Aumento 40X

FIGURA 7: Células gigantes multinucleadas a 15dias post-cocultivo
del animal 949. Aumento 40X
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FIGURA 8: Células gigantes multinucleadas a 20 dias post-cocultivo del
animal 949. Aumento 40X

FIGURA 9: Células gigantes multinucleadas a 15dias post-
cocultivo del animal 348. Aumento 40X
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FIGURA 10: Células gigantes multinucleadas a 8 dias post-cocultivo del
animal 892. Aumento 40X

FIGURA 11: Célula multinucleada a 8 dias post-cocultivo del animal 935.
Aumento 40X
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FIGURA 12: Células gigantes multinucleadas a 15 dias post-
cocultivo del animal 188. Aumento 40X

FIGURA 13: Células gigantes multinucleadas a 15
dias post-cocultivo del animal 188. Aumento 40X
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FIGURA 14: Células gigantes multinucleadas a 15 dias post-cocultivo del
animal 188. Aumento 40X
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TABLA 7: Aparicion de Sincitios en células de MSFC después de varios dias de co-

cultivadas con CMSP de 12 animales seropositivos a LEB.

188 ok - ok
920 ok * ook
949 * o ook
348 * o *k
892 * ok ok
935 * * o*
192 CN - - -

CN - - -

117 DMC DMC DMC
164 DMC DMC DMC
258 DMC DMC DMC
264 DMC DMC DMC
93 DMC DMC DMC

SC: Sin Sincitios, * 1-2 Sincitios por campo, ** 2-3 Sincitios por campo, *** +3 Sincitios por campo, -
negativo, DMC Desprendimiento de la Monocapa Celular, CN: control negativo.
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7.2 Inmunocitoquimicas

Los estudios inmunocitoquimicos de las células de MSFC co-cultivadas con
CMSP se realizaron solo donde se observaron células gigantes multinucleadas
(sincitios) desde los 8 y hasta los 20 dias, demostrando marcaje en el 100% de las
muestras probadas (188,892,920 y 949), y solo el animal 188 presenté una fuerte
positividad al ser comparada con el control negativo. Esto nos indica la presencia de
anfigeno del virus de Leucosis Bovina en estas células.

(FIGURA 16) (FIGURA 15).

FIGURA 15:
Inmunocitoquimica
CN-MSFC Aumento 100X

FIGURA 16:
Inmunocitoquimica de la muestra 188,
donde se observa un crecimiento de
cumulo café en el co-cultivo de
células de MSFC.

Aumento 100X
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7.3 Prueba de Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los resultados de la técnica de PCR a los co-cultivos de los animales 188, 892,
920 y 949, donde en 4 de 5 se observaron células gigantes multinucleadas (sincitios)
desde los 8 a los 20 dias, revelaron la presencia del provirus de la LEB en un 75% de

las muestras. La banda del fragmento amplificado fue de 436 pares de bases (pb),
(FIGURA 17).

FIGURA 17: Productos de amplificacién por PCR del gen pol del VLEB

MPM 188 188b 348

500

436 pb

400

MPM: marcador de peso molecular, C+: control positivo C-: Control

negativo CNA: control negativo de la amplificacién, pb: pares de bases.

Los productos de PCR 436 pb que se purificaron y amplificaron nuevamente se
muestran en la FIGURA 18.
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FIGURA 18: Productos de amplificacion de los productos purificados.

50

436pb

400

PM: marcador de peso molecular, C+: control positivo,

C-: control negativo, PP; producto purificado, pb: pares de bases.

Se logré detectar la presencia del fragmento génico del VLEB en las células de MSFC
de los co-cultivos de cada una de las muestras, por medio de pruebas
Inmunocitoquimica (4/12) y PCR. (3/12)
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TABLA 8: Resumen de los resultados obtenidos en las técnicas utilizadas.

N° de Muestra Sincitios
188 ok ¥ ¥
348 * DMC -
892 i + -
920 * + +
935 *x DMC -
949 ok + +
192 CN - - -
CN - - -
117 DMC DMC -
164 DMC DMC -
258 DMC - -
264 DMC DMC -
938 DMC DMC -

SC: Sin Sincitios, * 1-2 Sincitios por campo, ** 2-3 Sincitios por campo, *** +3 Sincitios por campo, DMC
Desprendimiento de la Monocapa Celular; IC:Inmunocitogimica + Positivo, - Negativo; PCR: + Positivo, -
Negativo
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8. Discusioén

Las MSFC son de crecimiento lento y se pueden mantener por tiempo
prolongado sin mucho manejo; en este estudio, el crecimiento de células alcanzaron
una confluencia del 80% a las 72 hrs, en comparacion con el estudio de Ramirez y
Martinez (1998) donde reportaron la utilizacion de células de MSFC obtenidas de
rastro, describieron una confluencia del 100% a los 8 dias, lo cual indica que las
células de MSFC utilizadas en este trabajo estan bien adaptadas al crecimiento in
vitro. La obtencion de las CMSP se mejor6 al modificar la técnica de Gorodesky
(2008), la cual consistié en utilizar menor cantidad de reactivo y mayor numero de
CMSP después de una centrifugacion previa de la sangre a 2500rpm, lo que permitié

concentrar una mayor cantidad de leucocitos en menos volumen.

En la actualidad se utilizan células homologas de pulmén de feto de bovino
(FBL) para la replicacion del VLEB. También se ha descrito el uso de la linea celular
denominada FLK (Rifion de Feto de Cordero) para la replicacion del VLEB (Van
deMaater, et al 1974). Otros estudios descritos por McClure (1974) y Donald (1974)
describen la permeabilidad celular de células de pulmon de murciélago. Las células de
MSFC tienen un metabolismo bajo y por lo tanto un ritmo de crecimiento lento lo cual
permite retardar los pases celulares (7-14 dias), a diferencia de otras células que se
multiplican rapidamente y es necesario un mayor manejo. Los co-cultivos del VLEB
durante 20 dias permitieron mostrar la resistencia de las células a periodos
prolongados de tiempo, lo que puede justificar la utilizacion de las mismas para la
produccién de antigeno, ademas de observar la replicacion del virus por efecto
citopético en el 100% de las células que permanecieron con la monocapa celular. El
uso de células heterdlogas (linea celular de murciélago TBILuU) como las descritas por
Donald (1974), soportan la infeccion por el VLEB asi como seguida de la linea celular
derivada de caninos (FCf Th), chimpancé (PTO01 Sp), cabras (s-734), las cuales
reportan efecto citopético a partir de la cuarta semana post-infeccion. En comparacion,
en el presente trabajo se observaron sincitios en la segunda semana post-infeccion,
encontrando este resultado en 6 de las muestras probadas, viendo asi un incremento
de sincitios conforme trascurrian los dias hasta llegar a la tercera semana post-
infeccion. Por otro lado, en este estudio el tipo de células utilizadas fueron

fibroblasticas, células mas resistentes y de bajo metabolismo por lo que requieren
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menos manejo, a diferencia de Donald y/o McClure quienes utilizaron células de
organos parenquimatosos (Donald et al., 1974; McClure et al., 1974; Lee et al., 2004;
Ramirez 1998; Gutiérrez 2009).

La técnica inmunocitoquimica ha sido utilizada para detectar proteinas virales
de retrovirus en diferentes tejidos como lo reportan Reinacher (1989) y Patrick (1994);
por lo cual, en este estudio se utilizd con el fin de corroborar la presencia de antigeno
viral del VLEB en las células de MSFC co-cultivadas con células mononucleares, ya
gue muchas veces no es posible encontrar efecto citopatico (Coll,1993). Existen pocos
estudios relacionados a la deteccion del provirus del VLEB en cultivos celulares y
menos aun por técnicas inmunocitoquimicas, ya que no es una técnica rutinaria de
diagndstico dado el tiempo y costo de la misma. Esta metodologia es mas utilizada en
cortes histologicos de érganos afectados por dicho virus. En este trabajo se confirmé
la presencia del antigeno viral en las células de MSFC. Por otro lado, Inabe (1998)
utilizé inmunofluorecencia para la deteccion del virus en diferentes lineas celulares.
Ramirez (1998) en el mismo afio, utilizé la tincion de Giemsa para evidenciar mejor la

presencia del efecto citopatico, con resultados muy discutibles.

El aislamiento de virus en lineas celulares para el diagndstico es una técnica
tardada y costosa, técnicas mas rapidas han sido desarrolladas mediante PCR,
Wester-blot lo que permite detectar la presencia del proteinas virales, sin embargo, el

cultivo celular sigue siendo el estandar de oro.

Beiera et al.,, 2004 detect6 el genoma viral del VLEB en lineas celulares co-
cultivadas con CMSP de bovinos infectados mediante PCR anidada, utilizando dos
pares de oligonucledtidos (cebadores). En el presente estudio se utilizaron MSFC co-
cultivadas con CMSP de bovinos infectados, se disefiaron primers y se realizé PCR
obteniendo una amplificacién de 436 pares de bases de una region del gen pol del

VLEB y en el cual se obtuvo PCR positivos en tres de las trece muestras evaluadas.
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9. Conclusiones

Se establecié el numero necesario de células de MSFC y CMSP para la
realizacion de los co-cultivos

Se confirmo la presencia viral en cultivo de MSFC por inmunocitoquimica

Se amplifico un fragmento del gen pol por PCR a partir de ADN proviral
obtenido de los co-cultivos.

En el presente trabajo, se comprobd la susceptibilidad de las MSFC a la
infeccion del VLEB
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