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RESUMEN.

El virus de la leucosis bovina (BLV) es un Deltaretrovirus que infecta naturalmente ganado
bovino, promoviendo linfocitosis persistente (LP), misma que se reconoce como un rasgo de
susceptibilidad a la leucosis enzootica bovina (LEB), y presenta relacion directa con titulos
de anticuerpos altos y la carga proviral BLV alta. Se menciona que la respuesta inmune
celular es atipica y conduce a inmunosupresion. La LP en bovinos ha sido utilizada para la
determinacion de alelos de los antigenos de histocompatibilidad DRB-3.2 (BoLA-DRB3.2)
con rasgos asociados a resistencia o susceptibilidad a la leucosis enzodtica bovina. Con el fin
de evaluar la relacion de la LP, los titulos de anticuerpos y la carga proviral con la expresion
de IL12, IFNy, IL2, 1L4, IL10 y TGFp y su posible relacién con alelos de resistencia y
susceptibilidad en el gen BoLA-DRB3.2, se seleccionaron 58 vacas (30 BLV+y 28 BLV-)
de un hato lechero de alta prevalencia para realizar tres muestreos de sangre mensuales para
la determinacion de conteos linfocitarios, titulos de anticuerpos, carga proviral de BLV,
expresion de IL12, IFNy, IL2, IL4, IL10 y TGFp y genotipificacién del gen BoLA-DRB3.2.
Al término del tercer muestreo, las vacas infectadas con BLV se agruparon segun el estatus
de LP, carga proviral de BLV vy titulos de anticuerpos contra BLV de la siguiente manera:
BLV'LP*/n =16 y BLV'LP /n = 14; alta carga proviral (ACP)/n = 17 y baja carga proviral
(BCP)/n = 13; altos titulos de anticuerpos (ATA)n = 17 y bajos titulos de anticuerpos
(BTA)/n = 13. Se encontrd que las vacas BLV" LP" mostraron una carga proviral y titulos de
anticuerpos significativamente mas altos que el grupo BLV'LP", la carga proviral sugirio
progresion, presumiblemente no relacionada con el desarrollo del linfoma, puesto que las
vacas LP~ exhibieron incrementos de carga proviral en el ultimo muestreo. Los resultados
indican que un alto titulo de anticuerpos esta asociado con susceptibilidad, ya que esta ligado

con la presencia de LP" y un perfil de citocinas compatible con supresion inmune. Esto tltimo
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puede estar asociado con la reversion hacia menor titulo de anticuerpos en vacas con mayor
carga viral, dado que se observo en el tercer muestreo. En los grupos con BLV'LP', ATA y
ACP, se observo una expresion significativamente mayor de IL10 y TGFp, asociada con
reduccion en la expresion de IL-12, IFN-y, IL-2 e IL-4 a lo largo del experimento que la de
los grupos restantes. Lo anterior sugiere, una supresion de la respuesta inmune inducida por
IL10y TGFp. Laexpresion de IL10, mostrd incrementos sostenidos, posiblemente asociados
con la progresion de la enfermedad como se describe.

Se postula que la expansion proliferativa de linfocitos, conocida como LP podria incrementar
la poblacion de células B reguladoras secretoras de IL10 y TGFp, puesto que presentan un
fenotipo similar a la de las células blanco de la infeccion, lo que a su vez induce
diferenciacion de células T reguladoras, que en conjunto contribuyen a la supresion
inmunolégica. Se deben realizar més estudios sobre los tipos de células reguladoras
involucradas en la supresion inmune, inducida por BLV. El analisis de los productos BoLA
mostro que los animales estudiados presentaron una amplia diversidad alélica, y se encontrd
que los motivos de resistencia y susceptibilidad se encontraron presentes principalmente en
el bolsillo 4, concretamente en las posiciones 70-71, 74 y 78 en las cuales se encontraron
motivos de resistencia (TL/77-78, L/78, K /71, EK/70-71 y E/74) y susceptibilidad (TV/77-
78), V/78, Y/78, RR/70-71, K/71 y Y/78), adicionalmente se encontraron motivos de
resistencia en la posicion 57 del bolsillo 9 (D/57), en la posicion 30 del bolsillo 6 (Y/30) y
en la posicion 86 del bolsillo 1 (V/86), todo esto demuestra que la ausencia o presencia de
estos motivos influyen en el desarrollo y resistencia a la BLV, por otro lado se analizo6 la
carga electrostatica del bolsillo 4 y los resultados indican que los animales BLV'LP*
presentan unca carga positiva a diferencia de los animales BLV'LP~ y BLV" que presentan

una carga negativa, esta diferencia en las cargas del bolsillo influye en la conformacién de la
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hendidura asi como en el acomodo del antigeno para su posterior presentacion. Estos
hallazgos son de suma importancia porque pueden ser utilizados como estrategia de seleccion

genética para combatir la enfermedad.
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ABREVIATURAS

°C = Grados centigrados.

pl = Microlitros.

ADN = Acido desoxirribonucleico.
ADNc = Acido desoxirribonucleico
complementario.

AGID = Inmunodifusion en gel de agar.
APC = Células presentadoras de antigeno
profesionales.

ARN = Acido ribonucleico.

BLV = Virus de la leucosis bovina.

CA = Cépside.

CAIT = Centro agropecuario ¢ industrial de
Tizayuca.

cbp = Cuanto baste para.

dNTP = Deoxinucleoétidos.

E.coli. = Escherichia coli.

ELISA = Inmunoensayo ligado a enzimas.
env = Envoltura.

HPRT = Hipoxantin-
guaninfosforiltransferasa.

HRM = Desnaturalizacion de alta resolucion
HTLYV = Virus T-linfotrépico humano.
IFN-y = Interferén gamma.

IL = Interleucina

IN = Integrasa.

LB = Linfocito B.

LBreg = Linfocito B regulador.

LEB = Leucosis enzodtica bovina.

LP = Linfocitosis persistente.

LPS = Lipopolisacaridos.

LT = Linfocito T.

LTH1 = Linfocito TH1.

LTH2 = Linfocito TH2.

LTreg = Linfocito T regulador.

MA = Matriz.

MgCl, = Cloruro de magnesio.

MHC-II = Complejo mayor de
histocompatibilidad dos.

min = Minuto.

ml = Mililitros.

mM = Milimolar.

NC = Nucleocéapside.

NK = Célula asesina natural.

nm = Nandmetros.

pb = Pares de bases.

PBMC = C¢lulas mononucleares de sangre
periférica.

PBS = Solucién amortiguadora de fosfatos
PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa.
pm = Peso molecular.

pmol = Picomolar

gPCR = Reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa.

rpm = Revoluciones por minuto.

seg = Segundos.

TGF-B = Factor de crecimiento transformante
beta

TNF = Factor de necrosis tumoral.

RT = Transcriptasa reversa.

U = Unidades.

Ug = Microgramos.



INTRODUCCION

Antecedentes

La leucosis enzoodtica bovina (LEB) es una de las 117 enfermedades de la lista de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA), fundada como Organizacion
Internacional de epizootias (OIE) incluida en el Codigo Terrestre, que pueden tener un alto
impacto en la sanidad del ganado y la salud publica y repercusiones en el comercio
internacional de animales y productos de origen animal (Thiermann, 2015,
https://www.woah.org/2022). El primer caso notificado de leucemia bovina se describi6 en
1871 en Lituania, en el area de Klaipeda, se observo a un bovino con hiperplasia superficial
de linfonodo y esplenomegalia. Posteriormente la enfermedad se propagd hacia el oeste y
finalmente hacia diferentes partes del mundo (Burny et al., 1988). La enfermedad es causada
por la infeccion por el virus de la leucemia bovina (Bovine leukemia virus [BLV], por sus
siglas en inglés) tiene alta prevalencia, de aproximadamente el 66% del total de ganado
lechero en los Estados Unidos (Motton & Buehring, 2003). La prevalencia real del BLV en
nuestro pais se desconoce ya que en la mayoria de las explotaciones no se realiza el
diagndstico rutinario. Sin embargo, en estudios realizados en el Complejo Agropecuario e
Industrial de Tizayuca (CAIT) se ha determinado una prevalencia del 66% (Favila de Alba,

2014; Zavaleta H, 2009).

Virus de la leucemia bovina
El BLV con base en el comité internacional de taxonomia viral (International Committee on
Taxonomy of Viruses [ICTV], por sus siglas en inglés), es un virus oncogénico ARN del

género d-retrovirus que infecta naturalmente al ganado bovino (Lefkowitz et al., 2018) que



también puede transmitirse experimentalmente a ovejas, cabras o alpacas (Lee et al., 2012;
Rodriguez et al., 2011). Recientemente, el ICTV reclasifico al BLV con este nuevo codigo:

Riboviria/Pararnavirae/Artverviricota/Revtraviricetes/Ortervirales/Retroviridae/Orthoretr

ovirinae/Deltaretrovirus/Bovine leukemia virus (Walker et al., 2022)

Los virus de la familia Retroviridae, son virus ARN que se caracterizan por poseer una
transcriptasa reversa (reverse transcriptase [RT] por sus siglas en inglés), para convertir su
ARN viral en ADN. para integrarse en el genoma del hospedero utilizando una enzima
denominada integrasa. La forma integrada de un retrovirus se denomina provirus. De este
modo, los genes de estos provirus son expresados por mecanismos celulares para la sintesis
de nuevas particulas virales (Gillet et al., 2007).

El BLV comparte su organizacion gendémica con los virus linfotropicos de células T de
humanos (HTLV-1 y HTLV-2) y de simios (STLV-1, STLV-2 y STLV-3) (ICTV, 2019).
Los virus integrantes del género Deltaretrovirus son capaces de regular la expresion de sus
propios genes, mediante la sintesis de proteinas reguladoras expresadas a partir de su propio
genoma. Esta propiedad es conferida por una regioén gendmica ubicada entre el gen env y las
secuencias terminales repetitivas largas 3’ (long terminal repeats [LTR] por sus siglas en
inglés). Esta caracteristica se comparte con todos los lentivirus que provocan
inmunodeficiencia en humanos (VIH), simios (VIS), bovinos (VIB) y felinos (VIF).

(Lefkowitz et al., 2018).

La particula viral tiene un didmetro de entre 60 y 125 nm. Bajo el microscopio electronico se
observa un nucleo central electrodenso rodeado por una envoltura celular con proteinas
virales (Gillet et al., 2007). El virion presenta en su interior dos copias de genoma de ARN,

simple hebra de polaridad positiva, de 8700 nucleo6tidos aproximadamente. Las proteinas de
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capside (CA), también denominada p24, conforman la cépside que contiene el ARN viral en
interaccion con proteinas de la nucleocapside (NC), que corresponde a la p12). Se requieren
dos proteinas enzimaticas, RT e intregrasa (IN) para la transcripcion reversa y la integracion
del genoma viral en el genoma de la célula blanco mismas que también se ubican
empaquetadas dentro de la capside. La proteina de la matriz (MA/p15) interconecta la capside
con la envoltura externa. La envoltura estd formada por una bicapa lipidica de origen celular
junto con un complejo de glicoproteinas (gp) virales insertadas la gp de superficie (SU)
denominada gp51 y la gp30 de transmembrana (TM) misma que intervendran en el
reconocimiento, la adsorcion y la penetracion a su célula blanco (Barez et al., 2015; Coffin

et al., 1997; Gillet et al., 2007; Varmus, 1988) (Esquema 1).

Receptor binding

/ glycoprotein (SU)

Major capsid Transmembrane
protein (CA) glycoprotein (TM)

Reverse
transcriptase (RT)

Nucleocapsid Integrase (IN)

protein (NC)

Genomic RNA ! Matrix Protein - MA

Esquema 1. Estructura de la particula viral del BLV modificado de Coffin, J. M., Hughes, S. H., & Varmus, H. E. (Eds.). (1997).
Retroviruses. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Leucosis enzootica bovina
En infecciones de campo, la mayoria de los animales infectados (65-70%) por el BLV
permanecen asintomaticos y aproximadamente un tercio desarrolla linfocitosis persistente

(LP), que se define como un incremento en el nimero absoluto de linfocitos circulantes de
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tres o0 mas desviaciones estdndar sobre el intervalo normal (7,500/ul) que persiste por mas de
tres meses. Solo una pequefa proporcion del ganado infectado (5—10%) desarrollara linfoma
(Ferrer et al., 1978; Xu et al., 1993). Es importante destacar que para el progreso hacia
linfoma no es indispensable presentar previamente una etapa de LP (Burny et al., 1988;
Kettmann et al., 1976; Llames et al., 2001). Sin embargo, la LP esta presente en la mayoria

de los casos por lo que es considerado un rasgo de susceptibilidad.

Las células blanco para la infeccion por el BLV son los linfocitos B que expresan en su
superficie IgM*, CD5", CD11b" y MHCII* (Gillet et al., 2007) cuya expansion policlonal
establece el desarrollo de LP (Cantor et al., 2001; Florins et al., 2008; Konnai et al., 2005;
Lavanya et al., 2008). Debido a que el BLV afecta principalmente a los linfocitos B, se indica
que la infeccion induce inmunosupresion, principalmente de la respuesta humoral
(Emanuelson et al., 1992). Este efecto es mas pronunciado en animales con LP (Trainin et

al., 1996).

Transmision

El contagio se produce por traspaso de linfocitos infectados con el virus de un bovino
enfermo a uno sano mediante transmision horizontal o vertical. En las secreciones y fluidos
biologicos como leche, sangre, calostro, secrecion nasal, saliva, semen y orina se pueden
llegar a encontrar linfocitos infectados por lo que estos fluidos representan una fuente de
contagio. No obstante, la mayor proporcion de linfocitos infectados se encuentran en la
sangre, por lo tanto, cualquier medida de manejo o practica veterinaria como extraccion de
sangre, vacunacion, tatuaje, entre otros, que se practiquen sin tomar las medidas higiénicas

necesarias son una importante forma de diseminacion de la enfermedad (Gillet et al., 2007).
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Por lo anterior, los bovinos que presentan LP se consideran mas eficientes en la transmision
del BLV ya que tienen un alto porcentaje de linfocitos infectados en sangre periférica los
cuales ademads presentan un alto niimero de copias proviricas (Juliarena et al., 2016; Lewin

et al., 1988; Mirsky et al., 1998; Yakobson et al., 2000)

Implicaciones inmunologicas del BLV

Los trastornos inmunes retrovirales tienen en comun el desarrollo de respuestas TH1 y TH2
inapropiadas (Yakobson et al., 2000). Inmediatamente después de la infeccion, se activa la
expresion génica y la traduccion de las proteinas necesarias para la produccion de viriones
maduros en la célula hospedera. La viremia se puede identificar de10 a 12 dias post-infeccion
(Schwartz & Levy, 1994) después de la cual se genera una respuesta inmune persistente,
aunque ya no se pueden detectar viriones en los 6rganos de los animales infectados (Blagitz

etal., 2017)

El ganado desarrolla una respuesta seroldgica entre 2 a 8 semanas post-infeccion (Burng,
1980). Se sugiere que después de la infeccion, los niveles de anticuerpos son en respuesta a
una alta carga proviral (Gillet et al., 2007; Juliarena et al., 2009). La mayoria de estos
anticuerpos son seroneutralizantes reconociendo los epitopos de gp51 y p24 expresados en
las células productoras del virus. Paralelamente a la seroconversion temprana, aparecen
linfocitos T citotdxicos en sangre periférica para los epitopes tax y env. Esta respuesta
persiste y se amplifica durante la vida del animal, indicando que el sistema inmune es
estimulado permanentemente por el BLV (Gillet et al., 2007). En terneros, los anticuerpos
derivados de la inmunidad pasiva tardan de 6 a 7 meses en desaparecer. No hay modo de

distinguir entre los anticuerpos adquiridos por transferencia pasiva y los que se generan como
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consecuencia de una infeccion activa (OIE, 2012). Se ha sugerido que después de la
infeccion, los niveles de anticuerpos estan relacionados con la carga viral (Gillet et al., 2007;
Juliarena et al., 2009).

Por otro lado, una baja respuesta inmune celular esta asociada con la progresion hacia LP
(Pyeon et al., 1996). La expresion de citocinas TH1 (IL12, IFN-y, IL2) se reporta mas alta en
animales que no desarrollan linfocitosis persistente (Konnai et al., 2005; Pyeon et al., 1996;
Yakobson et al.,, 2000) y de manera opuesta, bovinos infectados con LP ha exhibido
incrementos en la expresion de IL10 (Amills et al., 2002; Yakobson et al., 2000). Asi mismo,
se ha descrito que, en etapas iniciales de la infeccion, la expresion del tipo de citocinas es un
factor determinante para el desarrollo de LP (Yakobson et al., 2000).

Por lo anterior, en estudios preliminares realizados en el CAIT, México se determin6 que la
carga viral del BLV present6 una relacion estadisticamente significativa con LP y que vacas
negativas al BLV permanecieron sin infeccion a todo lo largo del experimento, sugiriendo la
presencia de factores de resistencia (Zavaleta H, 2009). También se encontrd que las vacas
BLV*/LP* mostraron titulos de anticuerpos mas altos que las BLV'/LP", exhibiendo una
relacion estadisticamente significativa con los conteos linfocitarios. Por otro lado, la
expresion de citocinas (IL12, IFNy, IL4 e IL10) fue mas baja en los grupos BLV/LP" y
BLV'/LP" que en el grupo BLV", siendo estadisticamente significativa para IL10 e IL12, lo
cual es sugestivo de inmunosupresion (Favila de Alba, 2014).. Los resultados sugieren que
una expansion policlonal de células B IgM*, CD5" (indicativo de LP), promueven altos
titulos de anticuerpos frente al BLV en vacas afectadas por LP" y una severa supresion
inmune en animales BLV" ya que es el fenotipo que se describe para las células B
reguladoras/Breg Las Breg secretan IL10 y TGFP e inducen la diferenciacion de células Treg,

promoviendo inmunosupresion (Noh & Lee, 2011). Dicha hipdtesis puede ser validada
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mediante la evaluacion del perfil completo de las citocinas involucradas sugestivo de una
respuesta de células Breg y Treg, asi como, la determinacion de subpoblaciones de LBy LT
para validar la presencia de células Breg y Treg en la infeccion por el BLV.

Tomando en cuenta que no existe tratamiento y vacuna disponible para la LEB (Thiermann,
2015, https://www.woah.org/2022) su control depende principalmente del diagnostico
temprano de la infeccion y eliminacion de animales positivos (Kuczewski et al., 2021;
Ruggiero et al., 2019) Asi mismo, la seleccion de animales con mayor resistencia a la LEB
puede contribuir al control de la infeccion, principalmente mediante la identificacion de
marcadores genéticos de rasgos responsables de la inmunidad (Xu et al., 1993).

Entre estos marcadores, se destacan los genes de los antigenos linfociticos bovinos (bovine
lymphocyte antigen [BoLA], por sus siglas en inglés) que codifican al complejo mayor de
histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex [MHC] por sus siglas en inglés)
MHC) los cuales presentan alto grado de polimorfismo (Carignano et al., 2017; Lo et al.,

2020, 2021; Xu et al., 1993; Yoshida et al., 2009)

El complejo mayor de histocompatibilidad de los bovinos

El MHC es una parte fundamental del sistema inmune de la mayoria de los vertebrados.
(Edwards & Hedrick, 1998). Es uno de los mas importantes sistemas de genes responsables
de la resistencia a agentes infecciosos en los vertebrados (Hedrick et al., 2000; Hill, 1998).
La estructura, funcién y diversidad son de suma importancia para el discernimiento de la
respuesta inmune en las diferentes especies. Existen tres grupos de antigenos de
histocompatibilidad, la clase I, clase II y clase III. Las moléculas de la clase I (MHC-I)
consisten en una cadena alfa con un peso molecular de 45kDa (cadena pesada) asociada no

covalentemente con una Beta microglobulina B2 de 12kDa. EIl MHC-I consiste en moléculas
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que se expresan en todas las células nucleadas, y su principal funcidn es presentar péptidos
procesados, derivados de antigenos endogenos, a los linfocitos T CD8" los cuales destruyen
células infectadas por el virus y neoplésicas. La clase II (MHC-II) estd formada por la
asociacion no covalente de una cadena A y una B que estan codificadas en diversos genes
del MCH con un peso molecular de 33 kDa y 28 kDa, respectivamente. E1l MHC-II se expresa
en las células presentadoras de antigenos profesionales (Antigen presenting cells [APCs] por
sus siglas en inglés), tales como las células dendriticas, los macrofagos y linfocitos B
activados. Las APC internalizan antigenos exdgenos (ruta endocitica) para ser procesados.
De este modo, los péptidos resultantes son presentados en el contexto del MHC-II a los
linfocitos T CD4" los cuales, una vez estimulados, activan macréfagos y linfocitos B para
generar respuestas inflamatorias y de anticuerpos. Las moléculas de la clase III incluyen
productos asociados a procesos inmunoldgicos, tales como componentes del complemento,

hidrolasas esteroides y el factor de necrosis tumoral/TNF (Owen et al., 2013).

Los genes del BoLA (MCH bovino) se encuentran en el cromosoma 23 (Fries et al., 1986,
1993) a diferencia del MCH de humanos (HLA) y del de roedores (H-2) (Behl et al., 2012;
Lewin H, 1996) dado que estos se localizan en el cromosoma 6 y 17 respectivamente. El
tamafio completo de la regiéon del MHC-I oscila entre 770Kb a 1650 Kb mientras que el
MHC-II se procede de dos locus ligeramente ligados (BoLA-A y BoLA-B) de 200Kb
(Amills et al., 1998; Behl et al., 2012; Lewin H, 1996). Asi mismo, la organizacién del MHC
de los rumiantes difiere del ratén y el humano principalmente dado que la region del MHC-
IT se subdivide en dos subregiones separadas por al menos 15¢cM desde DYA en la clase I1b
a la region DRB3 de la clase Ila. La clase Ila comprende dos clusters de genes, DR y DQ,

estas regiones tienen una contigua proximidad y estan ligados a los genes de la clase Il y 1,
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como sucede en sus homologos humanos (Gwakisa et al., 1994; van Eijk et al., 1995)
(Esquema 2). La region de la clase IIb incluye los genes DMA, DMB, LMP2, LMP7 y TAP,
que estan involucrados en el procesamiento y transporte de antigenos (Davies et al., 1997;
Lewin H, 1996; Russell et al., 2004) y otros genes tipo-clase II como son el DNA, DOB, DIB
DYA y El DYB que tienen una funcion desconocida hasta el momento (Lewin H, 1996). Si
bien los genes del BoL A existen como un sistema, estan organizados en clusters por lo que
algunos locus estan estrechamente ligados a otros que estan relativamente distantes, por lo
que variaciones significativas se han observado en la recombinacion entre DRB3 y DYA, lo
anterior sugiere la presencia de recombinaciones polimorficas, inserciones o rearreglos
cromosomales en estas regiones. Se menciona que en los genes del MHC-I no se modifican

por recombinacion (Behl et al., 2012)

Clalse | Clalse 1] Cla?e [}
I 1 T 1 T TAPT \
L KF G A J E cB TNF HSP C2BC4 DR Da Do LMP2 pm DN DP
BEA BA B BA A B A
B3 B2 B1 A B A 5 A B A B B A
A B TNF  HSP C2BC4 DR pa 4 DO DM TAP! Do DY
! ] L 11 I} 1 LMP2 1
T T T T
Clase | Clase lll Clase lla Clase llb

Esquema 2. Organizacion genética del HLA y BoLA modificado de Gutiérrez,S E, et al. "Major histocompatibility complex-associated

resistance to infectious diseases: the case of bovine leukemia virus infection." Trends and advances in veterinary genetics 65804 (2017).

Con respecto a los genes DR clase o subregion Ila, el gen DRA codifica la cadena a de la
molécula DR (BoLA-DRA), la cual se ha considerado por mucho tiempo monomorfico con
un solo alelo reportado. Sin embargo, se han demostrado 3 polimorfismos de un solo
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nucledtido (SNP) dado que existe variacion en los alelos en el segundo exon del DRA (Zhou
et al., 2007)

En contraste, los genes que codifican la cadena B de la molécula DR son altamente
polimorficos, este polimorfismo se concentra principalmente en el segundo exdn, el cual
codifica la region variable del sitio de union con el péptido, en las vacas existen al menos
tres locus DRB pero solo el DRB3 es funcional, el DRB1 es un pseudo gen que contiene
codones para en la cadena B1 tras membranal y el DRB2 tiene una expresion muy baja y es
monomorfico (Behl et al., 2012).

BoLA-DRB3.2

El estudio del polimorfismo del locus DRB3 es de gran importancia ya que esta region esta
presente en el sitio de presentacion del antigeno y la variabilidad en esta region puede estar
relacionada con la variabilidad en la espontaneidad inmune de diferentes individuos a
patogenos particulares.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la clonacion y la secuenciacion se han
utilizados para definir la organizacion del gen DRB3. Se ha estimado que el tamafio de la
region de codificacion es de aproximadamente 11.4 Kbp y contiene la region promotora, el
gen DRB3 y la region de 3° (Russell et al., 2004). El BoLA DRB3.2, es el segundo exo6n del
tercer gen bovino DRB (DRB3), responsable del dominio 1 del unico gen DRB mismo que
es ampliamente expresado en el ganado bovino. Se han realizado gran cantidad de estudios
de tipificacion, para determinar la variabilidad genética existente en el DRB3.2 en varias
razas de ganado de todo el mundo, en los que se han reportado, un alto grado de polimorfismo
en este locus, asi como un amplio espectro de alelos y frecuencias de genes que varian entre
si (Behl et al., 2012; Carignano et al., 2017; Lo et al., 2020, 2021; Sharif et al., 2000; van

Ejjk etal., 1992; Xuetal., 1993; Yoshida et al., 2009; Zanotti et al., 1996). Hasta el momento,
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se han identificado mas de 380 alelos del exon 2 del gen BoLA-DRB como sucede
paralelamente para el gen HLA-DRB1 que cuenta con mas de 290 alelos identificados (da
Mota et al., 2004).

En este locus, se han encontrado algunos de los alelos asociados con resistencia a la infeccion
por el BLV con base en la ocurrencia de LP (van Eijk et al., 1992; Xu et al., 1993; Zanotti et
al., 1996). Adicionalmente, se ha encontrado asociacion entre las secuencias de aminoacidos
en la posicion 70-71 (motivos ER) del BoLA-DRB3.2, en alelos potencialmente resistentes
debido a su asociacidon a la ausencia de LP, postuldndose que la eliminacion de un solo
aminoacido en esta secuencia (localizado en el sitio de unidn del antigeno) afecta la union
del péptido lo que puede tener fuertes repercusiones en el establecimiento de una respuesta
inmune (Xu et al., 1993). Los individuos que llevan el motivo ER de resistencia también
muestran una reduccion significativa en la carga proviral del BLV (Mirsky et al., 1998). Por
tanto, la tipificacion del locus del BoLA-DRB3 puede ayudar a la identificacion de haplotipos
para la resistencia al BLV y puede representar un método general de seleccion genética para
la resistencia a diversas enfermedades de importancia en bovinos debido a que los MHC clase
IT son responsables de las diferencias entre los individuos en la respuesta inmune a los agentes
infecciosos (Behl, et al., 2007).

El BoLA es altamente polimorfico (Amills et al., 1998; Behl et al., 2012; da Mota et al.,
2004; Lewin H, 1996; Russell et al., 2004; Zanotti et al., 1996; Zhou et al., 2007) por tal
motivo, varios estudios se han enfocado en identificar las variaciones presentes en el locus
BoLA-DRB3. Hasta la fecha, en la base de datos de polimorfismos inmunes (Immuno-
Polymorphism  Database- MHC [IPD-MHC], por sus siglas en inglés:
https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoL A/, consultada en julio de 2022) se han registrado

alrededor de 384 alelos diferentes (Robinson et al., 2009).

18



Con respecto a la infeccion por el BLV, la carga proviral y el desarrollo de la linfocitosis
persistente estan intimamente relacionados con la respuesta inmune del huésped. Las células
infectadas y transformadas por el BLV pueden ser eliminadas por linfocitos citotoxicos CD8*
via reconocimiento del péptido presentado en las moléculas del MHC-I. Por tanto, la
presentacion de antigenos mediada por los diferentes alelos del MHC-II afectan directamente
la respuesta antiviral del huésped. Por tal motivo, se ha investigado la asociacion de los alelos
del BoLA DRB-3 con base al hallazgo de LP, carga proviral y la progresion a linfoma para
establecer rasgos de resistencia y susceptibilidad (Carignano et al., 2017; Lo et al., 2020, Xu
et al., 1993; Zanotti et al., 1996). La LP es el criterio mas documentado, dado puesto que ha
mostrado una fuerte relacion con la resistencia a la enfermedad.

El sitio en el que se reconocen los antigenos esta formado por una hendidura que presenta
una base B-plegada y dos paredes integradas por hélices a. Esta hendidura contiene 5 bolsillos
(pockets) denominados P1, P4, P6, P7,y P9 los cuales representan cavidades en la superficie
o el interior de la proteina que conforman los sitios de union (binding pockets). Por tanto, su
interaccion con el péptido a presentar es crucial para la integracion especifica y la flexibilidad
del mismo con la estructura del MHC-II. De este modo, los residuos o motivos de los
aminoacidos que rodean o conforman el sitio de union determinan la caracteristicas
bioquimicas y fisicoquimicas y su funcionalidad (Stank et al., 2016; Takeshima et al., 2009),
influyendo criticamente en la eficiencia de la unidn del péptido al sitio de reconocimiento,
asi como la abundancia y calidad de la respuesta inmune del huésped a los agentes infecciosos
(Baxter et al., 2009; Lo et al., 2021; Yoshida et al., 2009).

La variabilidad genética dentro del MHC se determina por un gran numero de alelos,
presencia de varias copias de cada gen, asi como variaciones alélicas en las regiones de

control de la expresion. Por otro lado, es importante recordar que la resistencia genética es
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un rasgo multigénico, es decir, determinado por diversos genes, entre los cuales se encuentran
los del MHC. El polimorfismo de estos genes determina la diversidad de las proteinas
codificadas de la respuesta inmune, y tendria como consecuencia la variacion genotipica en
la resistencia/susceptibilidad. De ahi que los loci del MHC constituyen los principales genes
candidatos para el estudio de asociacion entre marcadores genéticos de
resistencia/susceptibilidad a enfermedades infecciosas.

Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo consistié en la evaluacion de la respuesta
inmune relacionada con el desarrollo de LP durante la infeccion por el BLV, asi como los
motivos presentes en los bolsillos (P1, P4, P6, P7, y P9) del BoLA-DRB3.2, sus
caracteristicas fisicoquimicas y su relacion con resistencia o susceptibilidad a la enfermedad

con base al hallazgo LP y carga viral en vacas infectadas por el BLV.
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HIPOTESIS

1. La carga proviral alta y/o titulos altos de anticuerpos tendran relacion significativa
con el hallazgo de LP.
2. La expresion alta de IL10 y TGFB mostrara relacion significativa con la presencia

de LP y estard vinculado con la disminucion de IL12, IFNy, IL2 e IL4, indicativo
de modulacién negativa de la respuestas Thl y Th2.

3. La ausencia o presencia de LP, mostrara asociacion con motivos distintivos de los
bolsillos P1, P4, P6, P7, y P9 indicando potencial resistencia y susceptibilidad,

respectivamente, a la infeccion por BLV.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la respuesta inmune y los polimorfismos en el locus de BoLA-DRB3.2 en hatos
con alta prevalencia de leucosis enzodtica bovina para la deteccion de alelos resistentes o de

susceptibilidad a la infeccion por el virus de la Leucemia Bovina (BLV).

Objetivos particulares

* Seleccionar vacas lecheras de un hato con alta prevalencia del BLV con base a su estatus
de infeccion.

* Determinar el estatus de linfocitosis persistente (LP) en los animales seleccionados.

* Determinar la carga proviral en las vacas seleccionadas para determinar su relacioén con la
presencia de LP.

* Determinar los titulos de anticuerpos en vacas seleccionadas para determinar su relacion
con la carga proviral de BLV y la presencia de LP.

* Determinar la expresion de 1L4, IL10, TGFB, IL12, IL2, e interferon gamma (IFNy) en la
poblacioén de vacas BLV- y BLV+ seleccionadas para determinar su relacion con la carga
proviral de BLV, el titulo de anticuerpos y la presencia de LP.

* Estandarizar e implementar ensayos de genotipificacion de alelos de BoLA-DRB3 para la
deteccion de polimorfismos de resistencia y susceptibilidad.

* Determinar la frecuencia de alelos de BoLA-DRB3.2 en los animales seleccionados.

* Evaluar la relacion de los polimorfismos del BoLA-DRB3.2 asociados a LP con base en los
residuos de aminoacidos de los bolsillos (P4) para la determinaciéon de alelos de

susceptibilidad o resistencia a la infeccion por el BLV.
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METODOLOGIA

Diserio experimental

Se muestrearon al azar 155 vacas de segundo y tercer parto procedentes de un hato con alta
prevalencia de LEB ubicado en el CAIT (Centro agropecuario e industrial de Tizayuca) para
la genotipificacion de BoLA-DRB3.2 y determinacion del estatus de infeccion por el BLV.
Posteriormente, se seleccionaron 28 vacas BLV™ y 30 vacas BLV", para conformar la
poblacion experimental, de esta, se realizaron 3 muestreos mensuales de sangre para la
determinacion del estatus de linfocitosis persistente (LP), carga proviral del BLV, titulos de
anticuerpos frente al BLV y expresion de citocinas.

Al tercer mes se conformaron tres grupos de animales con base a la LP de la siguiente manera:
BLV'LP*(n = 16), BLV'LP™ (n = 14) and BLV™ (n = 28). Asi mismo, se establecio el valor
limitrofe superior de los parametros de carga proviral y titulo de anticuerpos para agrupar a
la poblacion experimental de la siguiente manera: Alta carga proviral (ACP)/n = 17, baja
carga proviral (BCP)/n = 13 y BLV negativos (BLV") /n = 28; Alto titulo de anticuerpos
(ATA)/n = 17, bajo titulo de anticuerpos (BTA)/n = 13 and BLV negativos (BLV")/n = 28,
respectivamente. Para el analisis de los polimorfismos presentes en los motivos de los
bolsillos P1, P4, P6, P7, y P9 y el modelaje proteico, se seleccionaron al azar 10 vacas de

cada grupo conformado con base al estatus de LP.

Hematologia
En cada muestreo mensual, el conteo total de leucocitos se realizd por métodos
automatizados (Abacus Junior Vet®) mientras que el conteo diferencial se ejecutd en frotis

de sangre tefiidos con Wright para calcular el numero absoluto de linfocitos siguiendo una
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metodologia de rutina. (Stoddart, 2011). La determinacion de LP se establecio al término de
los tres muestreos para cubrir el criterio diagnostico, utilizando un valor de corte 7500

linfocitos/ul (Juliarena et al., 2007, Lewin et al., 1988 y Takezawa et al., 2021).

Serologia

Se utilizé un ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos contra la glicoproteina gp51
del BLV en microplaca de 96 pozos siguiendo las indicaciones del fabricante (VMRD Inc.,
Pullaman, WA. USA). Se realiz6 una dilucién de 1/50 para la determinacion del titulo de
anticuerpos. Cada placa con antigeno incluyo6 un suero control positivo, dos sueros controles
negativos, incluidos en el paquete de reactivos y un pozo blanco de reactivos. La lectura y
registro de la prueba se realizdo inmediatamente después de la aplicacion de la solucion de
“paro” en un lector de ELISA (Stat Fax 3200 Awareness Technology) a una longitud de onda
de 620 nm para determinar la densidad 6ptica (DO).

Los valores de densidad optica (DO) obtenidos se transformaron a relacion muestra a positivo
(Sample to Positive Ratio [S/P] por sus siglas en inglés) como lo describe Yahara et al., 2002

utilizando la siguiente ecuacion:

. DO de la muestra - DO del control negativo
Relacion S/P =

DO del control positivo -DO del control negativo

Posteriormente, se determino el valor del limite superior empleando la media del S/P mas 1.0
desviacion estandar de todas las muestras del M1. El valor obtenido fue S/P = 1.992 con el
cual se conformaron 3 grupos: Alto titulo de anticuerpos (ATA)/n = 17, bajo titulo de

anticuerpos (BTA)/n = 13 and BLV negativos (BLV")/n = 28.
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Separacion y estimulacion de células mononucleares de sangre periférica

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por diferencia de
gradientes. Las muestras de sangre completa se diluyeron 1/2 (500 pl de sangre con 500 ul
de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) en un microtubo estéril de 1.5 ml.
Posteriormente, esta solucion se depositd suavemente sobre 500 pl de solucién con densidad
de 1.077 = 0.001 (HISTOPAQUE 1077, Sigma, Saint Louis Missouri, USA) contenido en
un microtubo de 1.5 ml. estéril. Los tubos se centrifugaron a 400 g durante 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se extrajo la interfase correspondiente a las células
mononucleares y se realizaron 3 lavados con PBS durante 10 min a 400 g. Una porcion de
las PBMC fue preservada a -20°C y otra fue estimulada con lipopolisacarido (LPS) en
microplacas de 96 pozos, depositando 50 pl de las células en suspension, 50 ul del mitégeno
(LPS) y 100 pl de medio minimo esencial (MEM) (Advanced MEM, Thermo Fisher
scientific Inc, Waltham, Massachusetts, USA) en cada pozo, la placa fue incubada a 37°C en

ambiente con 5% de CO2 por 48 horas para su posterior extraccion de ARN.

Extraccion de ADN y ARN

A las PBMC obtenidas se les realizod la extraccion de ADN mediante kits de reactivos
comerciales (One-4-All Genomic DNA Mini-Preps Kit Bio basic, Canada) y Trizol
(tiocianato de guanidina/fenol-cloroformo, USA). A partir de las PBMC estimuladas con
LPS se realiz6 la extraccion de ARN mediante equipos de reactivos comerciales (RNA Mini-
Preps Super Kit Bio basic, Canada inc) asi como con Trizol (tiocianato de guanidina/fenol-
cloroformo USA). En ambos casos se determind la concentracion mediante

espectrofotometria (NanoDrop Lite, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts,

25



USA) y se ajusto la concentraciéon de ADN y ARN a 100 ng/ul, acto seguido, las alicuotas

se conservaron a -20 y -70°C, respectivamente.

Iniciadores

Se utilizaron los iniciadores previamente validados para la amplificacion del BLV, IL4, IL10
e IFN-y (Fabila, 2015) y se disefiaron iniciadores especificos para IL2, TNF-a y TGF-B con
base a secuencias obtenidas del GenBank, utilizando el programa Primer3 (Untergrasser A.,
2013) generando iniciadores que amplifican productos de 100 a 250 pares de bases (pb). Asi
como se utilizaron iniciadores previamente descritos para la genotipificacion del BOLA-

DRB3 (van Eijk et al., 1992), (Tabla 1).

PCR punto final

La determinacion del estatus de infeccion por BLV se realizo por PCR punto final, utilizando
ADN gendmico. Se emplearon iniciadores que amplifican productos especificos de 674 pb
(Tabla 1) pertenecientes al gen env (gp30) (Heinecke et al., 2017). La amplificacion se realizo
en reacciones de 50 ul en microtubos de 0.2 ml, conteniendo 2.5 U de Taq ADN polimerasa
(ADN polimerasa FlexiGoTaq, Promega Corp. Madison, WI), PCR buffer 1x, MgCI2 1.5
mM, 0.2 mM de cada ANTP, 100 pm de cada iniciador y el templado. Se utilizaron las
siguientes condiciones de amplificacion: posterior a una desnaturalizacion inicial (95°C
durante 5 minutos), se realizaron 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos,
alineacion a 52°C por 40 segundos, elongacion a 72°C durante 50 segundos. finalmente, se
realizo una elongacion de 72°C durante 7 minutos, posteriormente se realizo la electroforesis

en geles de agarosa al 1.5%, para observar un producto de 674 pb positivo a BLV.
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Tabla 1. Iniciadores utilizados para amplificacion por PCR convencional y qPCR

Te Tamaiio del Gen Bank
Iniciador Secuencia alineacién producto (pb) Posicion / N° Accesion
BLVenv/F-5852 ACGCTTGATCACAGCAATTA 52°C 674 5852-6525/ K_02120
BLVenv/R-6525 TCTCTGCGCTACACTCAGTC
BLVpol/F-6473 GGCGATTTCTTGCAGCTGTGCTAA 60°C 199 6473-6671/AF_033818
BLVpol/R-6671 AACCTCTGAGCCACAACCTTCCTT
HPRT/F-182 TTGCCGACCTGTTGGATTAC 50°C 229 182-410/ AF_176419
HPRT/R-410 TTGACCAAGGCAAGCAAAGT
IFNy/F-983 CCACTACTTTGATGGCATGT 60°C 106 983-1088 / NM_ 174086
IFNY/R-1088 TGAAGCGCCAGGTATAAGG
IL12/F-643 AGCTTGGAGCACAGGGAGTA 60°C 110 643-752 / NM_174645
IL12/R-752 TGCACAGCTTCTACCACGA
IL2/F-245 GCCCAAGGTTAACGCTACAG 60°C 104 245-348 /| NM_180997
IL2/R-348 GGTTCAGGTTTTTGCTTGGA
IL4/E-77 CCTACCAGCTGATCCCAGTG 60°C 114 77-190 / NM_173921
IL4/R-190 TGAGGATGTTCAGCGTTTTG
L10/F-455 CTCCAAGAGAGGGGTGTCT 60°C 127 445-571 / NM_174088
L10/R-571 TCACCATCCTGGAGGTCTTC
TGFpB/F-1193 TGCTTCAGCTCCACAGAAAA 60°C 146 1193-1338/ NM_001166068
TGFpB/R-1338 TCCAGGCTCCAGATGTAAGG
BoLA-HL030 ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC 66°C 302
BoLA-HLO031 TTTAAATTGCGCTCACCTCGCCGCT
Retrotranscripcion

La obtencion de ADN complementario (ADNCc) se realizo en reacciones de 20 pl, iniciando
con la incubacién previa de 50 ug ARN con 2.5 uM de iniciador Oligo (dT) (Promega Corp.,
Madison WI., USA) y agua grado biologia molecular cbp 11 pl. La mezcla se incub6 a 70°C
por 5 minutos seguida de una incubacion a 4°C por 5 minutos en termociclador MasterCycler
Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany). Acto seguido, se agregd6 1 U de enzima RT
(ImProm-II™ Reverse Transcriptase, USA) y agua grado molecular cbp 20 pl, la mezcla se

homogenizard e incubara a 37°C en el termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf,
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Hamburg, Germany) durante 60 minutos. El ADNc se visualizo en geles de agarosa al 1.5%,
tefiiddos con bromuro de etidio y se ajustd la concentracion a 50 ng para congelar a -20°C

hasta su uso en protocolos de qPCR.

PCR cuantitativa (qPCR)

Previo a la estandarizacion de la qPCR, la temperatura de alineacion, concentracion optima
de MgCI2 y de iniciadores para la amplificacion de cada citocina se determinaron por PCR
punto final. Asi mismo se realizé una curva de concentracion de templado para determinar
la eficiencia de los iniciadores disefiados. La qPCR se realizd en reacciones de 20 pl,
utilizando 50 ng de ADNc y reactivo comercial Sensi Fast SYBR Lo-Rox Master Mix
(Bioline, London, UK) y como sistema de amplificacién y deteccion en un equipo Agilent
technologies Mx3005P (Strategene). Cada muestra se ejecutd por triplicado y con una
reaccion control sin templado (NTC/Non Template Control) en placas 6pticas de 96 pozos.
Posterior a la activacion de la enzima a 95°C por 2 min, se continuo con las condiciones
estandar de amplificacion (desnaturalizacion 5 seg. a 95°C, alineacion 10 seg. a 60°C,
elongacion 10 seg. a 72°C, durante 45 ciclos). Posterior a la amplificacion, se incremento la
temperatura de 95°C para construir una curva de disociacion y se determino la especificidad

del producto amplificado.

Método de cuantificacion

Se utilizé el método de cuantificacion relativa mediante la comparacion del punto de cp cruce
(cross-point/CP) de la muestra desconocida con una muestra calibradora (muestras
provenientes de PBMC no estimuladas de una vaca no infectada) (Pfaffl, 2001; Raymaekers

et al., 2009). Todas las cuantificaciones de las muestras desconocidas y de la muestra
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calibradora seran normalizadas con un control interno. En este estudio se utilizd el gen
constitutivo hipoxantina-guanina fosforribosiltransfera (HPRT) como control interno.
Las ecuaciones para calcular AACp para el método de cuantificacion relativa fueron:

ACp”’muestra”=Promedio de la Ct de la muestra-HPRT
ACp”muestra”=Promedio de la Ct de la muestra-HPRT

ACp”muestra”- ACp”calibrador”= AACp

Cantidad relativa = 2724Cp

Posteriormente, se realizd la transformacion logaritmica de los valores relativos obtenidos
mediante el uso de logaritmo base 10 ([244°P (Log 10)]). Asi mismo, para la carga proviral
se determiné el valor del limite superior utilizando la media del [2744°P (Log 10)] mas 1.0
desviacion estandar de todas las muestras del M1. El valor obtenido fue 2.5 [2744°P (Log 10)]
con el cual se conformaron 3 grupos: Alta carga proviral (ACP)/n = 17, baja carga proviral
(BCP)/n =13 y BLV negativos (BLV") /n = 28.

Para la expresion de citocinas, de acuerdo con el andlisis del conteo de linfocitos en los tres
muestreos se determinaron los animales con linfocitosis persistente (LP), y se conformaron
3 grupos de analisis, BLV'LP"(n = 16), BLV'LP™ (n = 14) and BLV™ (n = 28), asi como los
grupos anteriormente formados para la carga proviral (Alta carga proviral (ACP)/n=17, baja
carga proviral (BCP)/n =13 y BLV negativos (BLV") /n=28) y el titulo de anticuerpos (Alto
titulo de anticuerpos (ATA)/n = 17, bajo titulo de anticuerpos (BTA)/n = 13 and BLV

negativos (BLV™)/n = 28).

Genotipificacion.
Para la genotipificacion de BoLA-DRB3.2, se utilizaron iniciadores previamente descritos

(van Eijk et al., 1992) (Tabla 1). Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de
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desnaturalizacion inicial a de 94°C por 4 min., seguido por 35 ciclos (94.5°C por 90 s, 66°C
por 120 s y 72°C por 60 s. Los productos amplificados se separaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% tefiiddo con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz ultravioleta
(Apollo Instrumentation, Claremont, California, EUA) para su fotodocumentacion (Doc-It
System; UVP Biolmaging Systems, Cambridge, UK). Los productos obtenidos de los 58
animales se purificaron del gel de agarosa usando un kit comercial (Min Elute Gel Extraction
kit; Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciacion de los productos de
PCR purificados se realizo en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, utilizando un kit de
enzimas de alta fidelidad, procesividad, y especificidad (TagPlatinum Polymerase; High
Fidelity, Carsbald, California, EUA) y secuenciador Model3100 (Applied Biosystems,
Foster, California, EUA). Las secuencias de nucledtidos obtenidas fueron editadas, alineadas
y analizadas para realizar la prediccion usando el programa bioinformatico (BioEdit v7.2.0®)
(Hall, 1999). Para el analisis de los polimorfismos compuestos por residuos de aminoacidos
descritos para los bolsillos (P1, P3, P4, P7, P9) localizados en el sitio de presentacion de

antigeno del MHC-II, la secuenciacion se realizé en ambos sentidos.

Determinacion de alelos y analisis de motivos

Para la determinacion de los alelos las secuencias fueron introducidas en el software BLAST
IPD-MHC(Immuno Polymorphism Database https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/blast/) y con
base al alelo con mayor homologia estas se descargaron de la base de datos IPD-MHC
(ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/ipd/mhc/) (Maccari et al., 2017) y fueron alineadas
utilizando el usando el programa informatico (BioEdit v7.2.0®) (Hall, 1999), se tomd como
base <5 cambios en los aminoacidos para ser consideradas del mismo grupo alélico (Maccari

et al., 2018). Para el analisis de los motivos presentes en los bolsillos se utilizo la relacion de
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probabilidades (odds ratio [OR], por sus siglas en inglés), para determinar la relacion de
resistencia o susceptibilidad a la LP, tomando como una relacion positiva los motivos con
una relacion >1.

Modelaje de proteinas, calculo de SASA y potencial electrostatico.

Para la construccion de los modelos proteicos en 3D se utilizo el programa informatico
SWISS-MODEL® (https://swissmodel.expasy.org/) (Waterhouse et al., 2018), utilizando
una platilla de construccion del HLA (http://www.wwpdb.org) (Berman et al., 2007). Asi
como el programa PyMOL® para la visualizacién de los modelos proteicos (Schrodinger
LLC, 2015), para el célculo de SASA (Calculation of Solvent Accessible Surface Areas) de
cada residuo, asi como la carga de este, se utilizé el programa informatico GETAREA®
(http://curie.utmb.edu/getarea.html) (Fraczkiewicz & Braun, 1998), con estos datos se
calcul6 todo el potencial electrostatico del bolsillo 4 sumando los valores de cada motivo
positivo y restando los motivos negativos. Adicional a lo anterior se crearon modelos del
potencial electrostatico de 3 muestras de cada grupo utilizando el programa informatico

APBS electrostatics® (Jurrus et al., 2018).

Analisis estadistico

El anélisis de las diferencias entre los grupos de acuerdo a los parametros de LP, titulo de
anticuerpos y la carga proviral, se realizaron con la prueba de analisis de varianza
(ANDEVA) y la prueba de Tukey para determinar la diferencia entre grupos, usando el
paquete estadistico Statgraphics Centurion 18®. La relacion de la carga viral con el conteo
linfocitario y titulo de anticuerpos, asi como la relacion de los titulos de anticuerpos con el
conteo linfocitario y carga proviral se determind por prueba de t-Student para muestras

independientes, mediante el paquete estadistico Statgraphics Centurion 18®. En todas las
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instancias, la significancia estadistica se establecié con un valor de (p<0.05). Los valores
obtenidos del valor electrostatico de cada muestra se analizaron con la prueba de analisis de

varianza (ANDEVA) y la prueba de Tukey para determinar la diferencia entre grupos de

acuerdo con LP.

RESULTADOS

Grupos: Linfocitosis persistente

En el presente trabajo la prevalencia de BLV fue de 73% (116/39) mientras que la ocurrencia
de linfocitosis se coloco en 53% (16/30). Asi mismo, el grupo BLV'LP" presentd conteos
de linfocitos aproximadamente tres veces superiores que la correspondiente a los grupos
BLV'LP" y BLV". El grupo BLV" mantuvo su estatus y los conteos de linfocitos
permanecieron estables en todos los grupos a lo largo del experimento (Figura 1). El grupo

BLV'LP" fue significativamente diferente (p<0.05) a los grupos BLV'LP y BLV".
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8 5075.2 5726.6 4061.1 5071.2 4806.7 43733
6000 I I
T I
4000 [ T +
2000 ‘
a a a a a a
0 L
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Figura 1. Grupos de linfocitosis persistente (LP) contra conteo de linfocitos. Media, +/— error standard; grupos con literales iguales no
presentan diferencia estadistica significativa entre ellos (p < 0.05). *Valor de referencia (7500/ul) para el conteo de linfocitos.

El grupo BLV'LP" presentd una relacion S/P significativamente mayor que la del grupo

BLV'LP" (Figura 2A). Con relacion en la carga proviral, los dos grupos BLV" incrementaron
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gradualmente su carga proviral a lo largo de los muestreos e incluso el grupo BLV'LP"
sobrepaso el limite de intervalo superior en el ultimo muestreo a pesar de presentar diferencia

estadisticamente significativa con el grupo BLV'LP" a lo largo de experimento (Figura 2B).

Grupos: Titulo de anticuerpos

Los animales del grupo ATA tuvieron los conteos de linfocitos mas altos presentando
diferencias estadisticas significativas (p<0.05) en comparacion con el grupo BTA y BLV-
(Figura 3A) mientra que la carga proviral en los grupos ATA y BTA no presento diferencia

estadisticamente significativa de la (Figura 3B).

Grupos: Carga Proviral

Por otro lado, el grupo ACP present6 conteos linfocitarios significativamente mas altos que
los de los grupos BCP y BLV negativo (Figura 4A) en todos los muestreos. Por otro lado,
los titulos de anticuerpos del grupo ACP son mayores que los del grupo BCP en el primer
muestreo (M1) mientras que en el tercer muestreo esta relacion se invierte, siendo mayores
los titulo de anticuerpos en el BCP (Figura 4B). Sin embargo, estos hallazgos no mostraron

diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 2. Grupos de linfocitosis persistente (LP) contra titulo de anticuerpos (A) y carga proviral de BLV (B)

Media, +/— error estandar. Los grupos con las mismas literales no son significativamente diferentes (p < 0,05).

& El valor del limite de intervalo superior para la carga proviral de BLV y los titulos de anticuerpos de BLV es una desviacion
estandar por encima de la media (1.992 “S/P, y 2.5 [27#4P (Log 10)], respectivamente)
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Figura 3. Grupos de titulo de anticuerpos contra conteo de linfocitos (A) y carga proviral de BLV (B). ? Alto titulo de anticuerpos (ATA),
bajo titulo de anticuerpos (BTA), Media, +/— error estandar. Los grupos con las mismas literales no son significativamente diferentes (p
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Figura 4. Grupos de carga proviral de BLV contra conteo de linfocitos (A) titulo de anticuerpos (B). ¥ Alta carga proviral (ACP), baja carga
proviral (BCP) Media, +/— error estdndar. Los grupos con las mismas literales no son significativamente diferentes (p < 0,05). *Valor de
referencia (7500/pl) para el conteo de linfocitos. El valor del limite de intervalo superior para los titulos de anticuerpos de BLV es una
desviacion estandar por encima de la media (1.992 *S/P).

Expresion de citocinas

La expresion de IFNy de los grupos BLV'LP" y ATA y ACP fue significativamente menor
en comparacion con el grupo BLV™ (Figura 5A, y 5B, respectivamente) en todos los
muestreos mientras que en el grupo ACP sélo se observo diferencia significativa en M1 y
M2 (Figura 5C). Se observd que en los grupos BLV" y BLV'LP la expresion de IFN-y
(Figura 5A) fue significativamente més alta en comparacion con el grupo BLV'LP" durante
dos de los tres muestreos, mismos en los que se observa diferencia estadistica significativa.

Por otro lado, la expresion de IL12, IL2 e IL4 (figura 6, 7 y 8 respectivamente) fue
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marcadamente mas alta en el grupo BLV™ en comparacion del grupo BLV'LP" en al menos
dos de los tres muestreos, esta diferencia fue estadisticamente significativa para la IL2 e IL4.
La expresion de IL10 (Figura 9) se observd mas elevada en el grupo BLV'LP' en
comparacion de los grupos BLV"y BLV'LP", presentando diferencia estadistica solo en uno
de los muestreos. La expresion de TGF-B (Figura 10) fue mas elevada en el grupo BLV'LP*
en comparaciéon del grupo BLV-, sin embargo, no se observa diferencia estadistica

significativa.
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Analisis in silico de productos del BoLA-DRB3.2

Se amplificaron 58 productos de PCR que incluyeron alrededor de 280 nucleotidos, los cuales
fueron analizados para determinar su precision con el fin de establecer la prediccion de
aminoacidos. El andlisis de las secuencias de nucledtidos reveld una alta diversidad de alelos
ya que solo se observaron 3 pares con identidad del 100% (BoLA-DRB3*001:01, BoLA-
DRB3*011 y BoLA-DRB3*015:01). La prediccion de motivos en las posiciones 70-71 y 75-
78 descritas para susceptibilidad y resistencia, respectivamente (Juliarena et al., 2008; Xu et
al., 1993) del total de muestras se muestran en la tabla 2 (grupos BLV'y BLV'LP") y tabla 3
(grupo BLV'LP™). Se observo que los motivos ER/70-71 fueron poco comunes, detectandose
solo cuatro de ellos (2/grupo BLV™ 1/grupo BLV'LPy 1/grupo BLV'LP"). Dos de estos
motivos se observaron en combinacion con motivo V/78 y los dos restantes en presencia de
motivos poco comunes en posicion 78 (grupo BLV™ con W/78 y BLVLP* con I/78). Se
observo una frecuencia considerable de motivos E/74 (22/42, 52%) L/78 (15/42, 35%) y
EK/70-71 (13/42, 30%) en grupos con rasgo de resistencia (BLV"y BLV'LP") mientras que
el motivo mas frecuente en el grupo BLVLP" (susceptibilidad) fue Y/78 (8/15, 53%) seguido
de Y/74 (6/15, 40%).

Los alelos presentes conforme a los alelos reportados en IPD-MHC (Maccari et al 2017) y
los aminoacidos presentes en los bolsillos con base al estatus de LP se muestran en la tabla
4. La frecuencia de los alelos fue la siguiente: BoLA-DRB3*001:01=3, BolLA-
DRB3*007:06=2, BoLA-DRB3*010:01=2, BoLA-DRB3*011:01=2, BoLA-DRB3*015:01=2,
BoLA-DRB3*015:01=2,  BoLA-DRB3*102:01=1, @ BoLA-DRB3*007:06=1,  BoLA-
DRB3*015:10=1, BoLA-DRB3*024:03=1, BoLA-DRB3*120:01=1, BoLA-DRB3*010:02=1,
BoLA-DRB3*031:03=1, BoLA-DRB3*031:04=1, BoLA-DRB3*075:03=1 'y BoLA-

DRB3*083:01=1. Se encontraron 10 secuencias que no han sido reportadas previamente
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mismas que fueron denominadas como inéditas de las cuales el 80% presentan el motivo L

(leucina) en posicion 78 mismo que (4/10, 40%) corresponde al 40% (4/10) y 30% (3/10)

dentro de

Tabla 2. Anélisis de motivos en las posiciones 70-78, grupos BLV-y BLV'LP-

78

77

76

75

74

Posicion

73

72

71

G

R
E
Q

R
G

D
R
G

E
E
E
E
R
E

Estatus

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-

BLV-
BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

BLV+LP-

Muestra

378
429
493
552
565
600
631
664
677
758
759
774
776
780
782
784
797
814
831
836
838
839
840
843
849
681
782
600
320
340
571
615
654
771
672
792
794
798
812
800
819

820
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Tabla 3. Analisis de motivos en las posiciones 70-78, grupo BLV'LP*

Muestra | Estatus 70 [ 71 | 72 | 73 Pos;zién 75 | 76 | 77 | 78
344 BLV+LP+ E A R A E v D T Y
441 BLV+LP+ R A R A A v D T v
444 BLV+LP+ E K R A E v D R L
455 BLV+LP+ R E R A Y v D T Y
492 BLV+LP+ R E R A Y v D T Y
557 BLV+LP+ E K R A Y v D R L
581 BLV+LP+ R K R A Y v D T v
588 BLV+LP+ R E R A Y v D T Y
601 BLV+LP+ R | A R A A v D T Y
605 BLV+LP+ E K R A E v D T v
633 BLV+LP+ R A R A A v D T Y
635 BLV+LP+ D K R A s v D T Y
673 BLV+LP+ E R R A E v D R I
674 BLV+LP+ R E R A Y v D T Y
682 BLV+LP+ E K R A E v D R v
815 BLV+LP+ R R R A E v D T v

los grupos BLV" y BLV'LP". Asi mismo, se detectd un alelo inédito con motivos ER/70-71
y motivo W/78 en el grupo BLV". Otro hallazgo relevante de la evaluacion de los bolsillos
fue la presencia de motivos EK/70-71 con frecuencia general de 43% (13/30), la mayoria
presentes en animales de los grupos BLV"y BLV'LP™ (33%), constituyendo el 40% de los
alelos inéditos. Por otro lado, los motivos mas frecuentes en el grupo BLV'LP" fueron Y/78
(8/15, 53%) e Y/74 (6/15, 40%), sugestivo de susceptibilidad. A pesar de que el motivo 77
no forma parte del bolsillo 4, los motivos TL/71-78 fueron comunes en alelos inéditos con
rasgos de resistencia (5/10, 50%). También se encontraron asociaciones en motivos presentes
en otros bolsillos se encontr6 que V/86 relacionado con susceptibilidad (6/10, 60%)
perteneciente al bolsillo1, asi como relacionados con resistencia como es Y/30 del bolsillo 6
(17720, 85%) y D/57 del bolsillo 9 (13/20, 65%). No se apreciaron posibles asociaciones en

los bolsillos restantes de la hendidura.
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El anélisis de la relacion de probabilidades (OR) para establecer rasgos de resistencia o
susceptibilidad a la enfermedad se muestra en la tabla 5 y tabla 6, respectivamente. Dicho
analisis reveld que los motivos L/78 (P4), R/71 (P4), K/71 (P4), EK/70-71 (P4), R/77 (P4),
TL/77-78 (P4), E/74 (P4), Y/30 (P6), D57 (P9), mostraron un OR >1, indicando una relacién
positiva con resistencia y los motivos TV/77-78 (P4), V/78 (P4), Y/78 (P4), RR/70-71 (P4),
R/71 (P4), K/71-Y/78 (P4), Y/74 (P4), V/86 (P1) mostraron un OR >1, indicando una
relacion positiva con susceptibilidad. Sin embargo, en ambos rasgos estos valores no
mostraron nivel de significancia estadistica (p < 0.05).

El valor del SASA (area superficial accesible al solvente) de cada residuo, asi como el valor
electrostatico de todo el bolsillo 4 se muestran en la Tabla 7. El andlisis de los valores
obtenidos del valor electrostatico de cada muestra acuerdo con LP se muestran en la Figura
11, en la cual el grupo BLV'LP" presentd valor electrostatico de carga positiva en
comparacion con los grupos BLV'LPy BLV", que presentaron un valor negativo, teniendo
diferencia estadistica significativa entre ellos (p < 0.05).

Los modelos tridimensionales de las 3 muestras representativas de cada grupo, asi como su

potencial electrostatico se muestran en la figura 12.
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Tabla 4. Analisis de motivos y bolsillos (pockets)

BoLA-
Muestra DRB3 Estatus P1 POCKET 4 P6 P7 P9
Alelo

Posicion 86 13 26 70 7 74 s 78 1 30 47 7 57
378 *001:01 BLV- M S F E K E R \ S Y F K D
834 *001:01 BLV- \ S F E K E R \Y S Y F K D
552 *011:01 BLV- G S F R R E T \ H H F R D
839 *015:01 BLV- \ S Y R E Y T Y S Y Y E \
600 *102:01 BLV- G K F Q K A T \ S Y F K D
631 Inédito BLV- R S F E K E T L Y Y F E \
849 Inédito BLV- R N F R E E T L S Y F R D
776 Inédito BLV- D S F E R E R w Y Y F E D
493 Inédito BLV- G S F Q R E T L Y Cc F Q D
759 *Inédito BLV- M S F E K Y T L S Y F K D
820 *001:01 BLV+LP- M K F E K E T \Y S Y F K A
571 *007:06 BLV+LP- \ S F E K E R E S Y F K \
798 *007:06 BLV+LP- | S F E K E R E S Y F K \
672 *015:10 BLV+LP- G S F R E E T Y S Y Y E \
812 *024:03 BLV+LP- | S F E K E R \ S Y F K D
77 *120:01 BLV+LP- G R F E K E T E Y Y F K D
615 Inédito BLV+LP- G S F R T E T Y H Y Y R D
444 Inédito BLV+LP- R R F E K E R L Y Y F E D
671 Inédito BLV+LP- R S F Q K E R L S Y F Q D
654 Inédito BLV+LP- G S F E R E T L Y C F E \
601 *010:01 BLV+LP+ G S F R T A T Y S Y Y R A
674 *010:01 BLV+LP+ G S F R E E T Y S Y Y E \
441 *010:02 BLV+LP+ G G F R R A T \Y H H F R S
815 *011:01 BLV+LP+ \ G L R R E T \Y H H F R S
492 *015:01 BLV+LP+ \ S Y R E Y T Y S Y Y E \
605 *031:03 BLV+LP+ M S F E K E R \Y Y H F K A
581 *031:04 BLV+LP+ \ S F R K E T \ Y H F K A
320 *075:03 BLV+LP+ \ G Y R K Y T Y H H F K A
635 *083:01 BLV+LP+ \ S F E K S T Y S Y F K A
557 Inédito BLV+LP+ \ R F E K Y R L Y (¢} F E D

*Motivo 77 no forma parte del bolsillo 4 (P4)
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Tabla 5.

Motivos potencialmente asociados a la resistencia al BLV

Motivo' OR? Intervalos de confianza al 95%  Nivel de significancia
Resistencia (n=30)
TV (77-78) 0.5000 0.0851 to 2.9391 P=0.4431
TL (77-78) 5.6341* 0.2836 to 111.9421 P=0.2570
V (78) 0.7500 0.1715 to 3.2797 P=0.7023
L (78) 3.500%* 0.3769 to 32.5039 P=0.2706
R (71) 1.0000* 0.1558 to 6.4200 P =1.0000
Y (78) 0.3000 0.0594 to 1.5163 P=0.1453
RR (70-71) 0.1024 0.0045 to 2.3343 P=0.1531
K (1) 1.200* 0.3302 to 4.3603 P=0.7818
K@1)/Y(8) | 0.1024 0.0045 t0 2.3343 P=0.1531
EK (70-71) 1.6667* 0.3730 to 7.4469 P=0.5036
R(77) 1.7500%* 0.3056 to 10.0227 P=0.5297
E (74) 1.3968* 0.4788 to 4.0752 P =0.5407
Y (30) 2.1250* 0.5633 to 8.0157 P =0.2658
D (57) 6.5000%* 0.7414 to 56.9872 P=0.0911

'Motivo (posicion) >0OR Relaciéon de probabilidades (odds ratio). *Presenta una relacion positiva

Tabla 6.

Motivos potencialmente asociados con la susceptibilidad a la infeccién de BLV

Motivo' OR? Intervalos de confianza al 95% | Nivel de significancia
Susceptibilidad (n=30)
TV (77-78) | 2.0000* 0.3402 to 11.7563 P=0.4242
TL (77-78) 0.1775 0.3049 to 5.8306 P=0.7023
V (78) 1.8000* 0.2635 to 12.2963 P =10.5488
L (78) 0.4500 0.0347 to 5.8437 P=0.5416
Y (78) 2.2500%* 0.3465 to 14.6113 P=0.3956
RR (70-71) 4.5238* 0.1918 to 106.7046 P =0.3493
R (71) 4.000%* 0.6231 to 25.6800 P=0.1439
K (@71) 0.833 0.2293 to 3.0280 P=0.7818
K@1)/Y(8) | 9.7619% 0.4284 t0 222.4458 P=0.1531
EK (70-71) 0.4500 0.0862 to 2.3498 P =0.3437
R(77) 0.5714 0.0998 to 3.2727 P=0.5297
Y (74) 13.6667* 0.6439 to 290.0721 P =0.5407
V (86) 4.0000* 0.8237 to 19.4238 P =10.0855

'Motivo (posicion) *0OR Relacién de probabilidades (odds ratio). *Presenta una relacion positiva
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Tabla 7. Area superficial accesible al solvente mostrando carga por motivos y neta del bolsillo 4
(P4)

Muestra| Alelo | Estatus Bgfs"ilg:n(;“) CARGA

13 26 POS NEG NETA
378 *001:01 BLV- s’ F

73.22 | 0.58 91.26 | 207.77 | -116.51
834 *001:01 BLV- S F

73.2 | 0.58 91.28 | 207.71 | -116.43
552 *011:01 BLV- S F

74.5 0 5.1 187.66 | -182.56
839 *015:01 BLV- S Y

46 | 1.84 4.74 | 118.26 | -113.52
776 Inédito BLV- S F

585 | 1.74 97.13 | 187.42 | -90.29
849 Inédito BLV- N F

78.5 0 123.39 | 14.17 | 109.22
631 Inédito BLV- S F

29.5 | 129.75 | -100.25

493 Inédito BLV-

19.26 | 42.27 | -23.01

600 *102:01 BLV-

163.03 0 163.03

759 Inédito BLV-

90.82 | 23.91 66.91

771 *120:01 | BLV+LP-

93.5 | 0.03 12471 [ 114.94 | 977
672 |*015110 [BLV+LP- | S | F

54.8 | 5.93 47.7 [123.01] -75.31
812 [*02403 [BLv+P- [ s | F \ |

731 | 2.69 113.45 [ 193.82 | -80.37
820 | *001:01 [ BLV+LP- | K | F

121 [ 0.05 90 [ 2067 | 69.33

571 *007:06 | BLV+LP- S F

198.7 | 228.02 | -29.32

798 *007:06 | BLV+LP-

198.97 | 221.36 | -22.39

444 Inédito | BLV+LP-

113.03 | 330.39 | -217.36

654 Inédito | BLV+LP-

136.59 | 4543 | 91.16

615 Inédito | BLV+LP- S F

44.9 | 4.31 152.79 | 37.67 | 115.12
601 *010:01 | BLV+LP+ S F

50.8 | 7.07 135.59 0 135.59
674 *010:01 | BLV+LP+ S F

475 | 3.17 117.6 | 33.35 | 84.25
441 *010:02 | BLV+LP+ G F

56.6 | 9.55 203.06 0 203.06

815 *011:01 | BLV+LP+ G L

181.42 | 21.73 | 159.69

492 *015:01 | BLV+LP+

118.26 | 4.74 113.52

557 Inédito | BLV+LP+

322.02 | 87.77 | 234.25

605 *031:03 | BLV+LP+ S F

75.9 | 1.06 199.06 | 100.77 | 98.29
581 *031:04 | BLV+LP+ S F

73.9 | 0.02 188.3 | 22.44 | 165.86
320 *075:03 | BLV+LP+ G Y

29 | 3.16 162.75 0 162.75

635 *083:01 | BLV+LP+ S F
53.1 | 6.13 | 109 | 50.6 | 74.7 | 96.7 | 81.6 | 50.55 | 108.76 | -58.21
"Motivo (posicién) 2SASA (4rea superficial accesible al solvente) La carga negativa se indica en
azul y la carga positiva en rojo. *Motivo 77 no forma parte del bolsillo 4 (P4)
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Negativa Positiva

47985 ————— QA

[/BLV "(n=10)
9.748 L BLV  LP (n=10)
B BLV ' LP (n=10)

150.807
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Carga Pocket 4 (A)

Figura 11. Carga neta del bolsillo 4 Grupos de LP "Media, ““+/— error standard; grupos con literales iguales no presentan diferencia
estadistica significativa (p < 0.05).

BLV'LP

Figura 12. Potencial electrostatico del pocket 4 La carga negativa se indica en rojo y la carga positiva en azul.
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DISCUSION

La linfocitosis persistente es considerada el principal pardmetro para establecer la progresion
y resistencia de la LEB dado que representa la expansion policlonal de linfocitos B con
fenotipo IgM*, CD5", CD11b*, MHC-II" (Abt et al., 1970; Gutiérrez et al., 2011; Juliarena
et al., 2007; Somura et al., 2014; Trainin et al., 1996). Con anterioridad al desarrollo de
técnicas modernas de diagndstico la LP se utilizé para diagnosticar la enfermedad mediante
el uso de la European Community’s leukosis key. (Akagami et al., 2019; Hutchinson et al.,
2021; Takezawa et al., 2021). Asi mismo, la LP se ha considerado como un predictor para el
desarrollo de linfoma (Ferrer et al., 1978). Sin embargo, estudios posteriores sugieren que
esta fase no es necesaria para el desarrollo de la neoplasia (Llames et al., 2001). Se menciona
que aproximadamente un tercio de los animales infectados por el BLV desarrollan LP (Abt
etal., 1970; Ferrer et al., 1978; Schwartz & Levy, 1994) En el presente estudio, la proporcién
de animales que exhibieron LP fue mayor (53%) a la descrita. Asi mismo, los conteos
linfocitarios obtenidos en las vacas con LP muestran un promedio general de 19,388
linfocitos/ul para el grupo BLV'LP" y en algunos casos se obtuvieron conteos hasta los
30,000 linfocitos/pul. Estos valores son ampliamente mayores que los reportados en otros
estudios los cuales oscilan entre 7500 y 12000 linfocitos/ul (Amills et al., 2004; Ohira et al.,
2016; Pyeon & Splitter, 1998; Sordillo et al., 1994; Trueblood et al., 1998). Adicionalmente,
los conteos obtenidos en este estudio se incrementaron considerablemente en comparacion
con los de trabajos previos realizados en el CAIT (Favila de Alba, 2014; Zavaleta H, 2009).
Posiblemente, los incrementos en la proporcion de animales LP" y de los conteos linfocitarios
estén relacionados con la acentuacion de la prevalencia en la cuenca lechera evaluada, lo que

a la vez puede ser indicativo de una mayor prevalencia de la enfermedad en nuestro pais. Por
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otro lado, el promedio de los conteos linfocitarios de los animales del grupo BLVLP™ (5,056
linfocitos/ul) y de los animales no infectados (4,647 linfocitos/ul) fue significativamente
menor que los del grupo de animales infectados. Este hallazgo fue constante a lo largo del
experimento lo cual es sugestivo de la existencia de rasgos de resistencia genéticos en estos
grupos (Juliarena et al., 2008) dado que, como se menciond anteriormente, pertenecen a un

complejo lechero que histéricamente ha mostrado alta prevalencia.

En los grupos con base al hallazgo de LP, se observo que los titulos de anticuerpos fueron
mayores en los animales infectados con LP en congruencia con lo reportado (Juliarena et al.,
2007). Del mismo modo, los conteos linfocitarios de los animales del grupo ATA fueron
significativamente mayores que los del grupo BTA al igual que en los informes previos
(Gutiérrez et al., 2012; Itohara et al., 1985; Ohno et al., 2015). Se ha sugerido que una fuerte
respuesta humoral en animales infectados con BLV que desarrollan LP esta asociada con un
aumento de la expresion de ARNm de IL10 (Pyeon et al., 1996) aunado a una baja expresion
de IL12 y IFNy (Yakobson et al., 1998). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos
con relacion en la expresion de IL10 dado que se aprecio elevada durante el experimento y
congruente con la nocién de que el desequilibrio en las citocinas puede contribuir a la alta
produccion de anticuerpos contra BLV (Frie & Coussens, 2015; Sordillo et al., 1994;
Yakobson et al., 2000). Cabe sefialar que se considera que la produccién alta de anticuerpos
inducida durante la infecciéon por BLV no es indicativa de proteccion a la infeccion ni de
progresion de la misma (Frie & Coussens, 2015) ya que la respuesta humoral inducida por
BLV se presenta de una manera aberrante (Teutsch & Lewin, 1996). Por tanto, la respuesta
de anticuerpos con base a los resultados obtenidos y en la evidencia recabada en diversos

estudios deberia ser interpretada como un indicador de susceptibilidad en animales con LP.
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Por otro lado, se reporta que la carga proviral también esta intimamente relacionada con el
conteo de linfocitos de sangre periférica, bazo y linfonodos (Somura et al., 2014) y que los
animales que desarrollan LP presentan una carga proviral alta por otro lado, (Juliarena et al.,
2007). Estos hallazgos concuerdan con lo observado en el presente estudio debido a que la
carga proviral del grupo BLV'LP™ fue significativamente mayor en comparacion con la de
los otros grupos y los conteos linfocitarios del grupo ACP fueron significativamente mas
altos que los del grupo BCP. A pesar de que este hallazgo muestra una relacion similar a la
obtenida para titulos de anticuerpos, los resultados de la carga proviral son indicativos de
progresion dado que mostr6 incrementos graduales a lo largo del experimento en las vacas
infectadas. Dicho hallazgo se observé sin importar el estatus de LP y a pesar de que estos
grupos fueron significativamente diferentes y los conteos linfocitarios del BLV'LP fueron
marcadamente menores que los del grupo con LP. Lo anterior sugiere que no es conveniente
asociar categdricamente una alta carga viral con progresion a linfoma como se sugiere (Aida
et al., 2013) debido a que las vacas BLV'LP" mostraron una carga viral con incrementos
sostenidos que sobrepasaron el valor superior del intervalo en el tercer muestreo ademas de
que la LP se considera como un precedente de linfoma en la mayoria de los casos (Ferrer et

al., 1978).

Sin embargo, la determinacion de la carga proviral de BLV en un hato es de suma importancia
debido a que la mayoria de las vacas desarrollan infeccion subclinica y pueden infectar a sus
compaiieras de hato, contribuyendo significativamente a la transmision de la enfermedad. En
infecciones retrovirales, el valor predictivo de la carga proviral es reconocido en varias
especies. Por ejemplo, en la infeccion por el virus del VIH, la baja carga proviral se ha

relacionado a supervivencia de los pacientes (Berry et al., 2002; Gueudin et al., 2008), y la
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infectividad por BLV es mayor en animales con carga proviral alta, (Ruggiero et al., 2019)
De hecho se reporta que los animales con baja carga proviral no trasmiten la enfermedad
(Juliarena et al., 2016). De este modo, la carga proviral alta y sostenida observada en la
poblacién experimental pudo promover una mayor infectividad en la cuenca lechera,
ocasionando que en una década la prevalencia se incrementara del 66% (Zavaleta H, 2009)
al 73%. Por tal motivo, la implementacion de intervalos de carga proviral, como el propuesto
en el presente estudio, podria demostrar ser de gran utilidad en la valoracion de la infectividad
y seguimiento de la progresion de la enfermedad en animales con infeccion subclinica,

particularmente en hatos con alta prevalencia de infeccion por BLV.

Asi mismo, es importante sefialar que el hecho de que los animales BLV'LPy BLV~
mantuvieran su estatus a lo largo del experimento aiin en presencia de una potencial alta
infectividad en el hato en estos ultimos, sugiere que existen rasgos genéticos de resistencia

presentes en estos animales (Carignano et al., 2017; Lo et al., 2020; Xu et al., 1993)

En resumen, los hallazgos reportados en los diversos reportes al igual que los obtenidos en
el presente estudio demuestran que la carga proviral y el titulo de anticuerpos son pardmetros
intimamente relacionados con la presencia de LP (Favila de Alba, 2014; Gutiérrez et al.,
2012; Itohara et al., 1985). Sin embargo, cabe destacar que en el grupo ACP se observaron
titulos de anticuerpos menores que en el grupo BCP en el tercer muestreo (M3). Aunque este
hallazgo no present6d diferencia estadistica significativa, contradice el paradigma de que
existe una relacion directamente proporcional entre la respuesta humoral y la carga proviral
(Gillet et al., 2007). Posiblemente lo anterior esté relacionado con inmunosupresion mediada
por IL10, ya que en este grupo se observo una expresion mayor estadisticamente significativa
de esta citocina a lo largo del experimento. Potencialmente, linfocitos B reguladores (Bregs)
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secretores de IL10 participen en el desarrollo de dicha inmunosupresion ya que modifican el
perfil de citocinas necesario para la activacion y diferenciacion de células plasmaticas,
inhibiendo de manera directa la produccion de anticuerpos o mediante la induccion de células

T reguladoras (Tregs) (Rosser et al., 2014).

Por otro lado, la secrecion de IL10 también induce a la secreciéon de anticuerpos
antinflamatorios. En humanos, la produccion de IL10 mediada por Bregs, induce la secrecion
de anticuerpos antinflamatorios IgG4 (van de Veen et al., 2013) e IgA (Monteiro, 2014). En
bovinos, la polarizaciéon de la secreciéon de inmunoglobulinas tambien ha sido descrita.
puesto que la co-estimulacion de linfocitos B CD5" con IL10 y TGFp favorece la secrecion
de IgA. Asi mismo, la estimulacion con citocinas Th1 (IFNy e IL2) induce secrecion de 1gG2
mientras que las citocinas Th2 (IL4 e IL13) favorecen la produccion de IgG1(Estes & Brown,
2002a). Por lo tanto, es posible que la estimulacion de IL10 en el grupo ACP promueva la
secrecion de isotipos antinflamatorios que no pudieron ser detectados por la prueba de ELISA

ya que el protocolo sdlo detecta IgG sin hacer diferencia de sub-isotipos.

En relacion con la expresion de citocinas en los grupos de estudio, se observd una
disminucion significativa en la expresion de citocinas del perfil Th1 (IFNy, IL12 and IL2) en
los grupos BLV'LP", ATA y ACP en comparacion con el grupo BLV™ en la mayoria de
muestreos. Asi mismo, los grupos BLV'LP", BTA y BCP presentaron menor expresion de
estas citocinas en comparacion con el grupo negativo (BLV") en los muestreos M1/M3, M2
y M1/M2, respectivamente. Varios estudios reportan hallazgos similares en los que se
observa menor expresion de estas citocinas en animales infectados por BLV, particularmente
en animales que cursan con LP (Amills et al., 2002; Pyeon & Splitter, 1999; Yakobson et al.,
1998, 2000). Por otro lado, se reporta que los animales BLV" presentan menor expresion de
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IFNy e IL4 en comparaciéon con los animales no infectados (Trueblood et al., 1998), tal y
como la expresion observada en los muestreos M2/M3 y M2 de los grupos BLV'LP" y ACP,
respectivamente. Los hallazgos sugieren una inhibicion de las respuestas Th1 y Th2, mediada
por IL10 dado que en los grupos LP", ATA y ACP la expresion de esta citocina fue
significativamente alta. Los resultados de estudios previos son compatibles con este
escenario, inclusive la alta expresion de IL10 en animales BLV™ se ha relacionado con la
inmunosupresion que a la progresion de la enfermedad y al desarrollo de linfoma. (Amills et

al., 2002; Pestka et al., 2004; Pyeon et al., 1996; Yakobson et al., 2000).

Por otro lado, los animales BLV" han presentado una mayor expresion de TGFB aunada a
una mayor proporcion de linfocitos T Foxp3*CD4" (Tregs) en animales que presentan
linfocitosis persistente (LP"). Lo anterior ha sido relacionado con una disminucion de la
expresion de citocinas Th1 por parte de los linfocitos CD4" asi como con un decremento en
la citotoxicidad de célula NK, En conjunto, se desarrolla un estado de inmunosupresion que
lleva a la progresion de la enfermedad y al desarrollo de infecciones oportunistas en animales
positivos a BLV'(Estes & Brown, 2002b; Ohira et al., 2016; Pestka et al., 2004; Sajiki et al.,
2020). Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerda con lo reportados ya que
los animales de los grupos BLV'LP" y ATA presentan una mayor expresion de TGFp, en

comparacion de los grupos BLV'LP"y BTA en los muestreos M2 y M3 (Figura 10A y 10B).

Debido a que los resultados son consistentes con inhibicion de respuestas Th1 y Th2 mediada
por incremento de IL10 y TGF, es posible que la expansion policlonal de linfocitos B IgM*,
CD5" y MHC II', identificada como LP, contribuya al enriquecimiento de una poblacion
Breg ambiente de inmunosupresion dado que presentan un fenotipo similar (Noh & Lee,
2011). En este contexto, el incremento de Bregs pueden promover un ambiente de
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inmunosupresion mediante la secrecion de IL10 y TGFB. Aunado a esto, se reconoce que la
actividad de Bregs induce a la diferenciacion de células T regs Foxp3* (Trl y Th3) las cuales
refuerzan y mantienen un estado de inmunosupresion (Berthelot et al., 2013; Estes & Brown,
2002b; Nouél et al., 2015; Ohira et al., 2016; Sajiki et al., 2020). En resumen, los resultados
obtenidos sugieren que la expresion aumentada de IL10 y TGFp poseen un rol importante en
la inmunosupresion que se observa en los animales BLV™, asi como el enriquecimiento de
células Breg en los animales LP" y su dinamica con las células Treg, contribuyen a la
disminucién de las respuestas Th1l y Th2.

En cuanto al analisis de los productos del BoLA, se ha postulado que los rasgos de resistencia
y susceptibilidad a la LP se encuentran ubicados en las posiciones 70-78, las cuales integran
la mayoria de los motivos contenidos en el bolsillo 4. En este modelo, se menciona que los
motivos ER en la posicion 70-71 estan asociados con resistencia mientras que la mayoria
estan asociados a susceptibilidad se encuentran en la localizacion 75-78 (VDTY, VDTV y
VDRYV) (Juliarena et al., 2008; Xu et al., 1993). Sin embargo, en esta propuesta inicial se
incluyen motivos bien conservados (posicion 75, 76) y semi-conservados (posicion 77) y a
la par excluye el motivo 74 y motivos descritos en la nueva propuesta de bolsillos de unioén
al antigeno (Carignano et al., 2017; Lo et al., 2020, 2021). En el presente trabajo, el analisis
de los motivos contenidos en los bolsillos es indicativo de que la resistencia y susceptibilidad,
se encuentran predominantemente en el bolsillo 4 (posiciones 70-71, 74 y 78), concordando

con los estudios iniciales y la propuesta de los bolsillos de union (binding pockets).

Se ha descrito que el motivo ER/70-71 esta fuertemente ligado con resistencia y que cambios
de un aminoécido es dicha posicion podrian afectar la conformacion del sitio y por ende, la

presentacion del antigeno (Xu et al., 1993). Sin embargo, en el presente estudio los motivos
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ER no fueron frecuentes, aunque posiblemente estén asociados con resistencia dado que
fueron detectados en animales BLV" y BLV'LP" (3/4). No obstante, la principal relacion
positiva con resistencia se observoé en la posicion 70-71, como se ha postulado, pero asociada
a los motivos K/71, EK/70-71, a diferencia de lo reportado por otros los han relacionado con
susceptibilidad (Carignano et al., 2017; Lo et al., 2021). Cabe resaltar que la evidencia
recabada indica que la posicidon 71 tiene suma importancia en la resistencia a la enfermedad
ya que es mencionado en los estudios iniciales (Juliarena et al., 2008; Xu et al., 1993) asi
como en la propuesta de los bolsillos (Lo et al., 2020, 2021). Ademas, el motivo 71 esta
presente tanto en el bolsillo 4 como en el bolsillo 7 por lo que un cambio en esta posicion
puede modificar sustancialmente la conformacién de la hendidura, repercutiendo con la
presentacion del antigeno. Los resultados obtenidos apoyan dicha nocioén ya que un cambio
de aminoacido en esa posicidon incluso resultd en un cambio de rasgo de resistencia a
susceptibilidad. Por ejemplo, K/71 se aprecié asociado a resistencia pero R/71 se relaciono
con susceptibilidad. Asi mismo, se observd que K/71 asociado con un motivo de
susceptibilidad alta Y/78 (OR=2.2500) incrementa el valor de susceptibilidad (OR=9.7619).
Posiblemente, la divergencia de relacion con resistencia de los motivos EK/70-71 con lo
reportado en otros estudios radique en la combinacidén de aminoacidos localizada en otras

posiciones tal y como se aprecid en el presente estudio.

Si bien la resistencia esta centrada en la posicion 70-71, los resultados obtenidos sugieren
que la resistencia también puede estar ubicada en la posicion 78, dependiendo del aminoécido
presente. Por ejemplo, Leucina (L) en posicion 78 con base en los datos del presente estudio
se apreci6 asociado con resistencia (OR=3.5000) mientras que Valina (V) y Tirosina (Y) en

la misma posicion al parecer estan asociado con susceptibilidad tal y como se ha descrito (Xu

59



etal., 1993). Adicionalmente, los resultados sugieren que la posicion 78 en combinacion con
otros motivos también podrian determinar el rasgo de resistencia (TL/77-78, OR=5.6341) o
susceptibilidad (TV/77-78, OR=2.0000), concordando con la nocién descrita para esas
posiciones. RE/70-71 y TV/77-78 asi como RR/70-7 y TY77-78 indicados como
susceptibilidad para las dos combinaciones y E/74 solo para resistencia (Carignano et al.,
2017; Lo et al., 2021; Xu et al., 1993). Cabe senalar que el motivo 77 no es motivo descrito
para el bolsillo 4, sin embargo, es posible que tenga participacion dado que su combinacion
con L o V en posicion 78, incrementd la relacion para resistencia (OR= 3.5000) y
susceptibilidad (OR=1.3333), respectivamente. A pesar de que la mayoria de las asociaciones
se centraron en el P4 con base en los resultados, los motivos Y/30 (P6) y D/57 (P9)
presentaron relacion con resistencia (OR=2.1250 y OR=6.5000) y el motivo V/86 (P1) la
presentd para susceptibilidad (OR=4.0000), revelando la importancia de evaluar otros

bolsillos que puedan alterar la estructura de la hendidura.

Adicionalmente, es importante mencionar que en el presente trabajo se encontraron varios
motivos no descritos con anterioridad, asi como alelos inéditos no reportados en la IPD-MHC
(Maccari et al 2017). Dentro de estos destaca el motivo L/78 mismo que presentd una alta
frecuencia en la poblacion experimental y dentro de los alelos inéditos. Este hallazgo es
relevante porque ese motivo solo estd presente en dos alelos de la IPD-MHC (BoLA-
DRB3*143:01 y BoLA-DRB3*161:01) y estuvo asociado con resistencia. Adicionalmente,
dentro de los motivos inéditos se obtuvieron relaciones de resistencia no antes reportadas:

L/78 (OR=3.5000), R/77 (OR=1.7500) y E/74 (OR=1.3968).

No obstante, dichas asociaciones no mostraron significancia estadistica a pesar de tener

motivos con alto potencial de asociacidon con resistencia y susceptibilidad. Lo anterior puede
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estar ligado a que la diversidad de alelos presentes en la poblacion evaluada ocasion6 que la
frecuencia de alelos fuera baja en el tamafio de muestra evaluada. Esta variabilidad genética
se debe a que las unidades productoras de la cuenca lechera obtienen su genética de fuentes
diversas en la implementacion de los programas de recria e inseminacion artificial, lo cual es
una situacion deseable para evitar endogamia, pero pudo contribuir a que el valor estadistico
no fuera significativo. Esta situacion, puede ser solventada si se incrementa el nimero de
alelos. Por otro lado, es posible que los rasgos de resistencia estén vinculados no sélo a uno
o dos motivos en el bolsillo, sino que representen la interaccién de todos motivos dado que
los cambios de aminoacidos detectados influyen notoriamente en la conformacion del surco
y por ende, en la union del antigeno. Los valores electrostaticos obtenidos para el bolsillo 4
en los diferentes grupos, asi como los modelos tridimensionales obtenidos apoyan dicha
hipoétesis. De cualquier modo, varios estudios mencionan que los aminoacidos presentes en
el bolsillo 4 también influyen en la respuesta inmune a otros patogenos. Las posiciones 13,
71 y 74 estan asociadas con la resistencia a la mastitis (Sharif et al., 2000; Yoshida et al.,
2009). La respuesta a la vacunacion contra la fiebre aftosa se vinculo a las posiciones 57, 61
y 70 (Baxter et al., 2009), ésta ultima posicion corresponde al bolsillo 4. La resistencia a la
dermatofitosis en el ganado cebu se ha asociado con el motivo EIAY en las posiciones 66,
67,74 y 78 (Maillard et al., 1996). asi como la falta de 65inDRB3 que esta presente en el
alelo DRB3*0201 afecta la conformacion del bolsillo 4 y la respuesta inmune resultante a
una vacuna contra las garrapatas (Sitte et al., 2002). Por tanto, es posible que los hallazgos
del presente estudio sean representativos aun sin ser estadisticamente significativos dado que
corresponden a los sitios mas frecuentemente relacionados con resistencia e involucran

predominantemente al bolsillo 4.
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Adicionalmente, el tipo de aminodcidos que conforman el sitio determina la carga
electrostatica del surco, afectando las interacciones con el péptido. Por tanto, la carga del
bolsillo influye directamente en la susceptibilidad o resistencia a las enfermedades. Por
ejemplo, se menciona que la carga electrostatica influye en la susceptibilidad a la colangitis
esclerotica en humanos (Hov et al., 2011). Se reporta que los animales que presentan una
carga positiva en el P9 son mas resistentes al desarrollo del linfoma inducido por BLV. En
el mismo estudio, se aprecia en los modelos presentados que la carga del P4 en animales con
susceptibilidad es predominantemente positiva (Lo et al., 2021), concordando con los
resultados obtenidos en este trabajo donde se aprecid que los animales del grupo BLV'LP*
(susceptibilidad) el bolsillo 4 presentd6 una carga electrostatica positiva la cual fue
significativamente diferente a la obtenida para los grupos BLV'LP" y BLV que mostraron

una carga negativa (Figura 11).

Asi mismo, los resultados de las cargas electrostaticas obtenidas por grupo, se fortalecieron
mediante los modelos tridimensionales de la carga electrostatica del bolsillo 4 realizados en
los alelos de los diferentes grupos. En la figura 12, se presentan los modelos de tres muestras
representativas de cada grupo, donde se puede apreciar que los animales BLV'LP" exhiben
una carga electrostatica positiva (azul) que determina una conformacion diferente a la de los
animales de los grupos BLV'LP"y BLV™ que presentan una carga mayoritariamente negativa
(roja) en el bolsillo. Sin embargo, existen pocos estudios sobre estas interacciones
electrostaticas en animales asi como de su interaccion con los motivos de los bolsillos que
conforman la hendidura del MHC-II. Por tanto, un abordaje adecuado para validar los
resultados del presente trabajo seria profundizar en el estudio del modelaje del bolsillo 4, que

fue donde se encontraron la mayoria de las relaciones, en conjunto con otros bolsillos
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implicados en la resistencia y susceptibilidad con base en sus valores electrostaticos. Para
dicho fin, también seria deseable incrementar el tamafio de muestra, aunque puede ser
realizado inicialmente con los alelos obtenidos puesto que los valores mostraron significancia

estadistica.

CONCLUSION.

Los resultados de este trabajo establecen que los parametros de LP, carga proviral y titulos
de anticuerpos de BLV presentan una relacion estadisticamente significativa. Asi mismo, se
observo que los animales infectados por el BLV incrementan su carga proviral a lo largo del
tiempo, independientemente de su estatus de LP, lo cual puede tener repercusiones relevantes
con la infectividad dentro del hato. Los titulos de anticuerpos son significativamente
mayores en animales con LP, sugiriendo que la respuesta humoral posiblemente denota un
rasgo de susceptibilidad debido a su asociacion con LP. En general, la expresion de citocinas
Th1 y Th2 fue significativamente més baja en animales con LP, altos titulo de anticuerpos y
alta carga viral mientras que la expresion de IL10 y TGFP fue mayor en dichos casos, siendo
el estatus de LP el que mostro consistentemente una relacion estadisticamente significativa
con la expresion de las citocinas evaluadas en el presente estudio. Dicho perfil de citocinas
sugiere que la inmunosupresion descrita en la infeccion por BLV es mediada por IL10 y
TGFB. Aparentemente, en el transcurso de la enfermedad el efecto de la expresion alta de
IL10 y TGFp puede contribuir a la secreciéon de inmunoglobulinas antiinflamatorias. Con
base en los resultados, se propone que la inmunosupresion puede estar relacionada al
enriquecimiento de células Bregs (secretoras de IL10 y TGFP) durante la expansion
policlonal de linfocitos B (células blanco de la infeccion) que se define como LP, lo que a su
vez induce una poblacion T reguladora, y potencialmente la secrecion de inmunoglobulinas
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antinflamatorias. La hipotesis se basa en el hecho que el fenotipo de las células blanco (IgM™,
CD5" y MHC II") es similar al descrito para las Breg. Dado que la LP es el parametro mas
importante para determinar la progresion de la enfermedad, es de suma importancia su uso
en la determinacion de rasgos genéticos de resistencia y susceptibilidad. La evaluacion de los
bolsillos contenidos en los alelos del BoLA DRB3 revelaron que la mayoria de las
asociaciones con resistencia y susceptibilidad se encuentran en el bolsillo 4 (motivos 70, 71,
74 y 78), y que en ocasiones la combinacion con otro motivo incrementa el rasgo de
resistencia o susceptibilidad. Asi mismo, se aprecid que el cambio de un aminoacido, asi
como la combinacién de motivos con diferente rasgo, puede promover la inversion del rasgo
de resistencia o susceptibilidad. Por otro lado, en los animales susceptibles (BLV'LP"), la
carga electrostatica del bolsillo 4 fue positiva y significativamente diferente a la de las vacas
con rasgos de resistencia, promoviendo una conformacion diferente en los modelos
tridimensionales. Por tal motivo, la carga electrostatica neta con base en los motivos
presentes en el bolsillo 4 determina la conformacion del mismo y posiblemente influye en la
presentacion del antigeno. Los hallazgos obtenidos seran de suma importancia como
herramienta para la seleccion de animales y en el control para la enfermedad dado que la
presencia de motivos especificos, asi como el potencial electrostatico del mismo al parecer
participan directamente en la eficiencia de la presentacion del antigeno, y por ende, en

respuesta inmune contra el BLV en el desarrollo de la infeccion.
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Apéndice 1: Relationship of Persistent Lymphocytosis, Antibody Titers and
Proviral Load with Expression of 1L12, IFNy, IL2, IL4, IL10 and TGFp in Cows
Infected with Bovine Leukemia Virus from a High-Prevalence Dairy Complex.
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Relationship of persistent lymphocytosis, antibody titers, and proviral
load with expression of interleukin-12, interferon-v, interleukin-2,
interleukin-4, interleukin-10, and transforming growth factor-(3 in cows
infected with bovine leukemia virus from a high-prevalence dairy complex

Ernesto Marin-Flamand, Diana Michele Araiza-Hernandez, Alejandro Vargas-Ruiz,
Ignacio Carlos Rangel-Rodriguez, Lilia A. Gonzélez-Tapia, Hugo Ramirez-Alvarez,
Ruperto Javier Herndndez-Balderas, Lucia Angélica Garcia-Camacho

Abstract

Bovine leukemia virus (BLV) subclinical infection promotes persistent lymphocytosis (PL), which is related to susceptibility and
progression to lymphoma. Moreover, lymphocyte counts directly correlate with BLV antibody titers and proviral load, and cell
immune responses are considered atypical due to immune suppression. In order to determine the relationship of PL, antibody
titers, and proviral load with interleukin (IL)-12, interferon (IFN)-v, IL-2, IL-4, IL-10, and transforming growth factor (TGF)-B
expression in a 3-month interval, 58 cows were selected (30 BLV* and 28 BLV™) from a high-prevalence dairy herd to complete
3 monthly blood samplings for the assessment of PL, BLV antibody titers, BLV proviral load, and IL-12, IEN-vy, IL-2, IL-4, IL-10,
and TGF- expression. At sampling conclusion, the BLV-infected cows were grouped according to PL, BLV proviral load, and
BLV antibody titers as follows: BLV*PL" (1 = 16) and BLV"PL~ (1 = 14); high proviral load (HPL) (n = 18) and low proviral load
(LPL) (n = 13); high antibody titers (HAT) (1 = 17) and low antibody titers (LAT) (n = 14). The BLV*PL* cows showed significantly
higher proviral load and antibody titers than the BLV*PL~ group; however, the former suggested spread presumably unrelated
to lymphoma outcome, because HPL was observed in PL™ cows in the last sampling. Consistent with the data, a higher antibody
response strongly indicated BLV susceptibility since it was linked to PL* occurrence and a cytokine profile compatible with
immune suppression. Furthermore, a reversion to lower antibody titers was observed in cows with HPL far ahead of time, most
likely due to long-term immune suppression. In addition, high expression of IL-10 and TGF-$ was associated with reduced IL-12,
IFN-v, IL-2, and IL-4 expression alongside PL, HAT, and HPL in BLV-infected cows, suggesting an IL-10- and TGF-B-induced
immune suppression. The IL-10 expression was increasing throughout, implying disease progression, as described. In conclusion,
the proliferative expansion of lymphocytes known as PL might enhance a regulatory-rich cell population (Bregs and/or Tregs)
that secretes IL-10 and TGF-B, leading to immune suppression. Further studies must be conducted regarding the types of
regulatory cells involved in BLV-induced immune suppression.

Résumeé

L'infection subclinique par le virus de la leucémie bovine (BLV) favorise une lymphocytose persistante (PL), qui est liée a la susceptibilité et a
la progression vers le lymphome. De plus, le nombre de lymphocytes est directement corrélé aux titres d'anticorps BLV et a la charge provirale,
et les réponses immunitaires cellulaires sont considérées comme atypiques en raison de la suppression immunitaire. Afin de déterminer
la relation entre PL, les titres d'anticorps et la charge provirale avec l'interleukine (IL)-12, l'interféron (IEN)-v, I'IL-2, I'IL-4, I'IL-10 et
T'expression du facteur de croissance transformant (TGF)-B dans un intervalle de 3 mois, 58 vaches ont été sélectionnées (30 BLV* et 28 BLV™)
a partir d'un troupeau laitier a forte prévalence pour compléter trois prélevements sanguins mensuels pour I'évaluation de PL, des titres
d'anticorps BLV, de la charge provirale BLV et l'expression d'IL-12, IFN-vy, d'IL-2, d'IL-4, d'IL-10 et TGF-p. Ala fin de l'échantillonnage, les
vaches infectées par le BLV ont été regroupées en fonction du PL, de la charge provirale du BLV et des titres d'anticorps du BLV comme suit :
BLV*PL* (n =16) et BLV*PL™ (n = 14); charge provirale élevée (HPL) (n = 18) et charge provirale faible (LPL) (n = 13); titres d'anticorps
élevés (HAT) (n = 17) et titres d'anticorps faibles (LAT) (n = 14). Les vaches BLV*PL™ ont montré une charge provirale et des titres
d'anticorps significativement plus élevés que le groupe BLV*PL™; cependant, le premier suggere une propagation vraisemblablement sans
rapport avec 'issue du lymphome, car HPL a été observé chez les vaches PL™ lors du dernier échantillonnage. Conformément aux données,
une réponse anticorps plus élevée indiquait fortement une sensibilité au BLV puisqu’elle était liée a I'apparition de PL* et a un profil de
cytokines compatible avec la suppression immunitaire. De plus, un retour a des titres d'anticorps plus faibles a été observé chez les vaches
atteintes de HPL bien avant le temps, probablement en raison d'une immunosuppression a long terme. De plus, une expression élevée d'IL-10
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et de TGE-B était associée a une expression réduite d'IL-12, d'IFN-vy, d'IL-2 et d’IL-4 aux cotés de PL, HAT et HPL chez les vaches infectées
par le BLV, suggérant une immunosuppression induite par IL-10 et le TGF-B. Lexpression d'IL-10 augmentait tout au long, impliquant
une progression de la maladie, comme décrit. En conclusion, l'expansion proliférative des lymphocytes connus sous le nom de PL pourrait
renforcer une population de cellules riches en régulation (Bregs et/ou Tregs) qui sécrete d’IL-10 et du TGF-B, conduisant a une suppression
immunitaire. D'autres études doivent étre menées sur les types de cellules régulatrices impliquées dans la suppression immunitaire induite

par le BLV.

Introduction

Worldwide, bovine leukemia virus (BLV) causes a long-lasting,
slow-growing subclinical infection in cattle that can eventually
progress to malignant lymphocyte proliferation (1). Bovine leukemia
virus is a Deltaretrovirus, which belongs to the Retroviridae family,
containing typical retroviral genes (gag, pol, and env) codifying for
structural and regulatory proteins. Deltaretrovirus is commonly asso-
ciated with non-neoplastic proliferation of lymphocytes, lymphoid
neoplasia, and progressive myelopathies (1,2).

A BLV infection typically induces a chronic B-cell proliferative
syndrome known as persistent lymphocytosis (PL), which is defined
as a sustained increase of lymphocyte absolute numbers above the
average for at least 3 mo (3). The target cells for BLV infection are
immunoglobulin M (IgM)*, CD5", CD11b*, and MHCII* B-cells
that polyclonally expand to generate PL (4-8). In BLV* animals
displaying PL, most of the peripheral blood CD5" B-cells contain
BLV provirus (9). Persistent lymphocytosis is usually subclinical and
linked to susceptibility, likely as a genetic trait (1,2,10).

Most BLV-infected animals (65 to 70%) remain asymptomatic,
but approximately 1/3 develop PL (11). Only a small propor-
tion of infected cattle (5 to 10%) progress to lymphoma (11).
Approximately 2/3 of BLV-induced lymphomas are preceded by
PL, especially in cattle over 3 y old (12,13). Although PL is a good
indicator of BLV infection, it is not necessary to progress to lym-
phoma; therefore, every single infected animal cannot be identi-
fied by observing for PL. Nevertheless, PL provides an excellent
association with severity and progression of disease in subclinically
infected animals (14).

The BLV antibodies are secreted between 2 and 8 wk post-infection
and activity of peripheral blood cytotoxic T-cells specific to tax and
env epitopes arises at early seroconversion. These responses amplify
and persist for life, indicating that the immune system is constantly
stimulated during BLV infection (6). Lymphocyte counts directly cor-
relate with BLV antibody titers and viral load (1,15-17), suggesting
that antibodies occur in response to high viral load (6,18). In Mexico,
substantially higher PL values have been reported, perhaps due to a
high prevalence of BLV infection, which is significantly related to high
proviral load (HPL) and high antibody titers (HAT) (19,20). In addi-
tion, BLV viral load is significantly higher in cows with lymphoma,
suggesting that increments of viral load are associated with disease
severity (21). The latter may be indicative of disease progression.

Adaptive immunity, however, is composed of archetypical
responses effected through particular cytokine profiles. Hence,
IFN-v, IL-2, and IL-12 are representative of type 1 helper (Th1)
responses, whereas IL-4 is representative of Th2 responses (22,23).
These responses are restrained by IL-10 and TGF-$, which are the

(Traduit par Docteur Serge Messier)

main components of regulatory responses (24-26). The BLV* infected
cows with PL have demonstrated lower Th1l and Th2 cytokine
expression than BLV™ PL™ and uninfected animals, depicting an
atypical immune response that is relevant to disease pathogen-
esis (22,27-29). Conversely, the expression of regulatory cytokines
(IL-10 and TGF-B) have been higher in BLV* /PL* cows compared to
BLV*/PL~ animals (23-26,30). Such profiles are evidence of a strong
immune suppression induced by BLV.

The mechanisms causing PL to occur in BLV infection have not
been fully elucidated but it is acknowledged that PL promotes inap-
propriate Th1 and Th2 responses (23). Because of this, the aim of this
work is to achieve a comprehensive cytokine profile through the
evaluation of IL-12, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10, and TGF-B8 expression
to determine its relationship with PL, antibody titers, and proviral
load during a 3-month interval.

Materials and methods

Experimental design

One hundred and fifty-five cows having had second to third preg-
nancies (between 2- to 3-years-old) from production units in a dairy
complex with a high prevalence of BLV located in central Mexico
were sampled to determine their BLV infection status by final point
polymerase chain reaction (PCR) using env gene specific primers.
Thirty positive (BLV*) and 28 negative (BLV ™) animals were selected.
In the selected animals, 3 monthly blood samplings (S1, S2, and S3)
were taken to determine lymphocyte counts, BLV antibody titers,
and BLV proviral load as well as IL-12, IFN-v, IL-2, IL-4, IL-10, and
TGE-B expression through routine hematological methods, indirect
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and quantitative
PCR (qPCR), respectively. All samplings were taken in the morn-
ing, after milking, during the fall season (September to November).
At the third month, PL was assessed to group animals as follows:
BLV*PL*(n = 16), BLV*PL~ (n = 14), and BLV~ (1 = 28). In addition,
upper limit interval values were established to group for proviral
load and antibody titers as follows: HPL (n = 17), low proviral load
(LPL) (n = 13), and BLV~ (1 = 28) groups; HAT (n = 17), low antibody
titers (LAT) (n = 13), and BLV ™ (n = 28), respectively.

Hematology

The total leukocyte and differential counts were done using auto-
matic methods (Abacus Junior Vet; Diatron, Budapest, Hungary)
and manually using Wright-stained blood smears to calculate the
absolute lymphocyte numbers (31) from each monthly sample. The
consecutive lymphocyte counts were evaluated to comply with the
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Table I. Primers designed for amplification in conventional polymerase chain reaction (PCR) and quantitative PCR.

Annealing Product Gen Bank

temperature length position/accession
Primer Sequence (°C) (bp) number
BLVenv/F-5852 ACGCTTGATCACAGCAATTA 52 674 5852-6525/K 02120
BLVenv/R-6525 TCTCTGCGCTACACTCAGTC
BLVpol/F-6473 GGCGATTTCTTGCAGCTGTGCTAA 60 199 6473-6671/AF 033818
BLVpol/R-6671 AACCTCTGAGCCACAACCTTCCTT
HPRT/F-182 TTGCCGACCTGTTGGATTAC 50 229 182-410/AF 176419
HPRT/R-410 TTGACCAAGGCAAGCAAAGT
IFN-v/F-983 CCACTACTTTGATGGCATGT 60 106 983-1088/NM_174086
IFN-y/R-1088 TGAAGCGCCAGGTATAAGG
IL-12/F-643 AGCTTGGAGCACAGGGAGTA 60 110 643-752/NM_174645
IL-12/R-752 TGCACAGCTTCTACCACGA
IL-2/F-245 GCCCAAGGTTAACGCTACAG 60 104 245-348/NM_180997
IL-2/R-348 GGTTCAGGTTTTTGCTTGGA
IL-4/F-77 CCTACCAGCTGATCCCAGTG 60 114 77-190/NM_173921
IL-4/R-190 TGAGGATGTTCAGCGTTTTG
L10/F-455 CTCCAAGAGAGGGGTGTCT 60 127 445-571/NM_174088
L10/R-571 TCACCATCCTGGAGGTCTTC
TGF-B/F-1193 TGCTTCAGCTCCACAGAAAA 60 146 1193-1338/NM_001166068
TGF-B/R-1338 TCCAGGCTCCAGATGTAAGG

3 mo apart requirement for the determination of PL, using a refer-
ence value of 7500 cells/pL in accordance with reference values for
second and third pregnancy cows (1,32-36).

DNA extraction

Peripheral blood mononuclear cells were obtained through gradi-
ents (Histopaque-1077; Sigma, St. Louis, Missouri, USA) to extract
DNA by means of commercial kits following the manufacturer’s
instructions (One-4-All Genomic DNA Miniprep Kit; Bio Basic,
Markham, Ontario). The DNA was eluted in 200 pL of molecular
grade water and quantified by spectrophotometry (NanoDrop Lite;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) to be stored
in 50 ng/uL aliquots at —20°C.

Indirect ELISA

The BLV antibody titers were determined by indirect ELISA using
a commercial kit following the manufacturer’s instructions (BLV
antibody test kit; VMRD, Pullman, Washington, USA). Each sample
in triplicate was placed in a 96-well BLV gp51-coated microplate,
including 1 positive control serum and 2 negative sera provided by
the manufacturer, to detect gp51 specific antibodies using a bovine
anti-IgG peroxidase conjugate. Then, the samples were revealed to
read the optical density in an absorbance microplate reader (ELx800;
BioTek, Winooski, Vermont, USA). The validation of the ELISA test
was performed according to the OIE international procedures by
means of the inhibition percentage (IP) estimation according to
following premises: i) the optical density average of the negative
control must be = 0.800; and ii) the IP value of the samples must not

be = 25% among triplicates (37). The samples with IP values < 35%
and = 40% were considered negative and positive, respectively. The
sample-to-positive ratio (5/P) was determined, as described (38),
and the S/P upper limit interval value (1.992 S/P) was determined
at 1 standard deviation above the mean, using the first sample.

Primer design

Published sequences were selected from GenBank to design
specific primers for each BLV env gene, pol gene, IL-12, IFN-y, IL-2,
IL-4, IL-10, and TGF-B, using the Primer3 Input program (v3.0.0;
Whitehead Institute for Biomedical Research, Boston, Massachusetts,
USA) (39). In addition, the sets of primers were aligned and edited
with the BioEdit program (v7.2.5; Ibis Biosciences, Carlsbad,
California, USA) (40). All primer pairs are listed in Table I.

Final-point PCR

To determine the cow BLV status, PCR was performed in a thermo-
cycler (Mastercycler Gradient Thermal Cycler; Eppendorf, Hamburg,
Germany) in 50-pL reactions using the env gene specific primers
and Master Mix 1X (MyTagq; Bioline, London, England) containing
2.5 U Taq DNA polymerase, PCR buffer 1X, magnesium chloride
1.5 mM, 0.2 mM of each deoxynucleotide, 50 pM of each primer,
and 50 ng of DNA template. Optimized amplification conditions
determined via temperature gradients and ranges of concentrations
for magnesium chloride, primers, and cDNA template were as fol-
lows: initial denaturation at 94°C for 5 min, 40 cycles of denaturation
at 94°C for 30 s, annealing at 52°C for 40 s, and elongation at 72°C
for 50 min, ending with a 7-minute final extension at 72°C. The PCR
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Figure 1. Lymphocyte counts (mean = standard error) in 3 sampling groups (S1, S2, S3) according to persistent lymphocytosis (PL) occurrence. Groups
with same literals are not significantly different (P < 0.05). A reference value of 7500 cells/pL is used for lymphocyte counts.

products were separated by electrophoresis in a 1.5% agarose gel
stained with ethidium bromide.

Quantitative PCR

The validation for relative quantification was performed follow-
ing standard criteria (41,42). Quantitative PCR was performed in
triplicate using the BLV pol gene, IL-12, IFN-v, IL-2, IL-4, IL-10, and
TGE-B specific primers in 20-pL reactions containing 50 ng of tem-
plate, 25 pmol of each primer and SensiFAST SYBR Lo-ROX Master
Mix 1X (Bioline) in a real-time thermocycler (Stratagene Mx3005P
QPCR Systems; Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA)
as follows: initial denaturation at 95°C for 2 min, 35 cycles of dena-
turation at 95°C for 5 s, annealing at 60°C for 10 s, and elongation at
72°C for 10 s. To calculate the relative proviral load, each sample and
a calibrating sample (BLV-uninfected cow DNA) were normalized
with a constitutive gene (hypoxanthine phosphoribosyltransferase),
as previously described (43). The upper limit interval value for pro-
viral load was 2.5 [2-AACp log 10)] in accordance with the criteria
used for the antibody titers.

Data analysis

The differences among groups classified according to PL, antibody
titers, and proviral load were statistically analyzed by analysis of
variance and Tukey’s test to relate with lymphocyte counts. To
determine the relationship of pairwise parameters, Student’s ¢-test
for independent samples was used.

Persistent lymphocytosis

In the current work, the BLV prevalence observed in the dairy
complex was high (73%) and the occurrence of PL in BLV-infected

animals was 53% (16/30). The lymphocyte counts in the BLV*PL*
group were significantly higher (approximately 3-fold) than those of
the BLV*PL™ and the BLV~ groups. Persistant lymphocytosis status
was consistent for all groups during the 3-month study (Figure 1).
In addition, the antibody titers and proviral load of the BLV'PL"
and BLV*PL™ groups were significantly different in all instances
(Figure 2). However, both groups depicted a gradual increase of
the BLV proviral load over time, surpassing the upper limit interval
point in the BLV*PL~ group in the last monthly sample (Figure 2 B).

Antibody titers

The HAT group animals had the highest lymphocyte counts
throughout the experiment, which was statistically different com-
pared to those of the LAT and the BLV~ groups (Figure 3 A). More-
over, gradual increases of proviral load that exceeded the upper
limit interval value were observed in the last sampling in both the
HAT and LAT groups (Figure 3 B). However, this finding showed no
significant difference. Serologically, the uninfected animals remained
negative throughout the 3-month experiment.

Proviral load

According to the proviral load, the lymphocyte counts were sig-
nificantly higher in the HPL group than the LPL and BLV ~ groups
(Figure 4 A). The antibody titers showed no significant difference
between groups (Figure 4 B). However, lower antibody titers were
discovered in the HPL group compared to the LPL group in the last
sampling (S3). In each sampling, no BLV specific amplification by
qPCR was observed in the uninfected cows.

Cytokine expression

The cytokine expression in the experimental population was com-
pared by PL, proviral load, and antibody titers. Concerning IFN-y
expression, BLV*PL* and HAT showed significantly lower expression
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Figure 2. Groups according to persistent lymphocytosis (PL) occurrence. A — Bovine leukemia virus (BLV) antibody titers. B — BLV proviral load. Data are
presented as mean = standard error. Groups with same literals are not significantly different (P < 0.05). The upper limit interval value for BLV proviral
load and BLV antibody titers at 1 standard deviation above the mean is 1.992 « sample-to-positive (S/P) ratio and 2.5 [2-AACp (log 10)], respectively.

than the BLV~ group throughout the experiment (Figures 5 A and B).
Although the HPL group depicted lower expression of this cytokine
than the BLV™ group, this finding was only significant at S1 and S3
(Figure 5 C).

The IL-12 expression (Figure 6) in the BLV*PL*, HAT, and HPL
groups was significantly lower than that of their uninfected counter-
parts, except in the last sampling, according to antibody titer. Also,
the BLV*PL~ group exhibited significant lower IL-12 expression than
the BLV™ group in S2 and S3 (Figure 6 A).

Interleukin-2 expression was significantly lower in BLV*PL™ and
BLV*PL* than in BLV™ in all the samplings (Figure 7 A) and HAT and
LAT had significantly lower IL-2 expression than the BLV™~ group in
S1 and S3 (Figure 7 B). However, IL-2 expression was significantly

lower in the LPL group compared to the BLV~ group and in the HPL
group, IL-2 was only significantly lower in S1, whereas in 52 and S3,
this group showed no significant difference with the BLV~ group
(Figure 7 C).

Likewise, the lowest expression of IL-4 was seen in the BLV*PL"*
and HPL groups, which were statistically significant compared to the
BLV~ group in S2 and S3 for PL (Figure 8 A) and S2 for proviral load
(Figure 8 C). In the groups based on antibody titers, IL-4 expression
was only significantly lower for the LAT group in S2 (Figure 8 B).

Interestingly, the expression of IL-10 had significantly higher val-
ues for BLV*PL* than BLV~ in each sampling (Figure 9 A), whereas
the HAT and HPL groups were only significantly higher than the
other groups in S2 and S3 (Figures 9 B and C). The TGF-B expression
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Figure 3. Groups according to bovine leukemia virus (BLV) antibody titers. A — Lymphocyte counts. B — BLV proviral load. Data are presented as
mean = standard error. Groups with same literals are not significantly different (P < 0.05). A reference value of 7500/p.L is used for lymphocyte counts.
The upper limit interval value for BLV proviral load at 1 standard deviation above the mean is 2.5 [2-AACp (log 10)].

9 Low antibody titers (LAT) and high antibody titers (HAT).

was significantly higher in the BLV*PL" and HAT groups than the
BLV~, BLV*PL", and LAT groups in S2 and S3 (Figures 10 A and B).
The values of TGF-B according to the proviral load were not sig-
nificant in most cases but displayed the same trend (Figure 10 C).

In BLV infection, PL denotes a polyclonal expansion of target
cells (IgM*, CD5*, CD11b*, MHCII*, and B-cells), which is the main
criteria for disease susceptibility (1,2,14,44,45). In the current study,
the proportion of BLV-infected cows with PL was higher (53%) than
previously described, which is approximately 1/3 of BLV-infected
cows (6,46). Also, the PL values were extremely high compared to

those previously reported, which ranged from 9000 to 17 000 lym-
phocytes/uL (11,13). Both findings are likely related to the high
BLV prevalence in the herd as well as genetic traits linked to BoLA
alleles (15). In this study, BLV-infected cows with PL had significantly
higher proviral load and antibody titers than the BLV*PL~ group.
Conversely, HAT and HPL were significantly linked to high lym-
phocyte counts, demonstrating that these 3 parameters no doubt are
strongly related, as previously described (1,17,45,47). Moreover, BLV
proviral load has been reported to be closely related to lymphocyte
counts in peripheral blood, lymph nodes, and spleen samples (45).
However, considering the PL status, the proviral load appears
to point toward progression since it depicted a gradual increase
throughout the experiment. Regardless, the BLV proviral load of
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the PL™ group was statistically significant lower than that of the
PL* group. Moreover, the lymphocyte counts of the PL~ group were
steady and remarkably lower than that of the PL* group (Figure 2 A).
This scenario suggests that it is unlikely to associate high BLV load
with progression to lymphoma, as stated (21), since BLV"PL~ cows
portrayed a sustained proviral load, which surpassed the upper limit
interval value in S3 (Figure 2 B) and PL is considered a precedent for
lymphoma in most cases (3). Moreover, the BLV 'PL~ group depicted
an IFN-y and IL-4 expression (Figures 5 A and 8 A) compared to the

uninfected group that may be related to immune competence, since
those cytokines are the archetype for Thl and Th2 responses (48).
Assessing BLV proviral load in a herd is relevant since most cows are
subclinically infected and prone to infect their cohorts. The predic-
tive value of retroviral load is acknowledged in several species. In
humans, low and steady levels of plasmatic HIV-2 RNA load have
been associated with survival (49) and infectivity has increased
considerably in individuals with high HIV-2 proviral load (50).
Overall, the high and persistent BLV proviral load observed in the
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9 Low antibody titers (LAT) and high antibody titers (HAT).
A Low proviral load (LPL) and high proviral load (HPL).
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experimental cows might have contributed to the rise in BLV preva-
lence in the dairy complex, which increased from 66% (20) to 73%
within a decade, presumably due to an increased infectivity. Because
BLV infection promotes substantial economic losses due to immune
suppression, implementation of BLV proviral load upper limit inter-
val values might prove to be useful in screening disease progression
and infectivity in subclinically infected animals. Moreover, regular
BLV proviral load assessment will uncover additional BLV* positive
animals, which, thus far, may have been below the limits of detec-
tion, particularly in dairy herds where an increment in prevalence
is observed, like in the present work.

Given that the BLV*PL™ and BLV ™~ groups maintained their sta-
tuses in the 3-month period despite belonging to a high-prevalence
herd, it is quite possible that these animals possessed genetic resis-
tance traits as well as a stronger immune competence that prevented
PL occurrence and BLV infection, respectively.

It is well-documented that BLV antibody titers are directly related
to lymphocyte counts and proviral load (19,51,52). This agrees with
the data depicted in herein, since the lymphocyte counts in the HAT
group and the antibody titers in PL* cows were significantly higher
than those of their corresponding groups. According to these find-
ings, the antibody response soundly indicates BLV susceptibility
rather than protective immunity in PL™ animals, which is consistent
with other studies (53,54). In addition, it has been reported that a
strong humoral response might be related to cytokine imbalance due
to a short-lived IL-12 and IFN-y secretion that turns into a prolonged
high expression of IL-10 (23,24,30,54,55). The data presented in this
study agree with this, because a similar cytokine profile was seen
in the HAT group cows as well as in animals with PL" and HPL,
reinforcing that high production of antibodies seems to be unrelated
to protection. Interestingly, the HPL group showed lower antibody
titers than those of the LPL group in S3. Although this outcome was
not statistically significant, it contravenes the paradigm of a direct
relationship between humoral response and BLV proviral load, in
which the former degree rests on BLV stimulation (6). The lower
antibody secretion might be related to immune suppression conceiv-
ably effected via IL-10, since its expression was consistently high
in this particular group throughout the experiment. This suppres-
sion might be achieved through IL-10-secreting regulatory B-cells
(Bregs) which change the cytokine profile required for plasma cell
differentiation (56) and induce the secretion of anti-inflammatory
isotypes such as IgG4 (57). Besides, it is reported that systemic IgA
induced by IL-10 possesses anti-inflammatory features (58). In cattle,
immunoglobulin secretion has also shown polarization according
to cytokine stimulation, in which Th1 (IL-12 and IFN-y) and Th2
(IL-4 and IL-13) cytokines induce secretion of IgG2 and IgG1, respec-
tively. Also, co-stimulation of bovine CD5" B-cells with TGF-B and
IL-10 favors secretion of IgA (59). Consequently, it is possible that
isotypes with anti-inflammatory potential were secreted via IL-10
stimulation in the HPL group, which were not detected by the ELISA
since it only detects total IgG, giving a low antibody titer reading.
In any case, the results are compatible with an aberrant humoral
response.

Overall, the Thl cytokine profile observed in this work revealed
that the BLV*PL*, HAT, and HPL groups showed significant lower
expression of IFN-y, IL-12, and IL-2) than the BLV~ group in most

instances. Moreover, the expression of these cytokines was also lower
than that of the BLV™~ group in the BLV'PL~, LAT, and LPL groups
in S52/8S3, 52, and S1/S2, respectively. These findings comply with
previous studies that reported lower IFN-vy, IL-12, and IL-2 expres-
sion in BLV infected animals, particularly cows with PL (22,23,29,30).
Conversely, it has been described that IFN-y and IL-4 portray similar
patterns of expression in both BLV* and BLV~ (60), which matches
with the data presented herein, because IL-4 was significantly lower
in the BLV'PL" and HPL groups [S2 and S3 (Figure 8 A) and S2
(Figure 8 C), respectively] than in the BLV™ group. Altogether, it
is indicative of suppression of the Thl and Th2 responses, most
likely induced by IL-10, since it showed significant high expres-
sion throughout the experiment, particularly in animals with PL,
HAT, and HPL. This scenario has been reported previously in
BLV-infected animals with PL, in which Thl and Th2 responses
markedly declined in front of high and sustained IL-10 expres-
sion. Furthermore, high IL-10 expression in BLV-infected cows
has been related to lymphosarcoma outcome. Such findings call
for an IL-10-mediated immune suppression that leads to disease
progression (22,24,30,61).

With regard to TGF-B, high expression has been reported in
BLV'PL" cows compared to those that are BLV~. This demonstrates
a strong association with PL since peripheral blood lymphocytes
in PL animals portrayed marked TGF-B expression and signifi-
cant increase in TGF-B-secreting Foxp3*CD4" regulatory T-cells
(Tregs) (25,26,59). Furthermore, TGF-B-secreting Tregs were associ-
ated with the deregulation of Thl cytokines and natural killer cell
activity (25).

There is clear evidence, therefore, that an increase in TGF-B
expression in BLV-infected animals with PL greatly contributes to
immune suppression, which is in keeping with the data presented
herein, demonstrating that TGF-B expression is significantly higher
in infected animals with PL and HAT compared to uninfected cows
and BLV*PL™ and LAT in S2 and S3 (Figures 9 A and C). Because the
BLV target cell phenotype (IgM*, CD5*, and MHC II'*) is similar to
that of Bregs, it is possible that polyclonal expansion of lymphocytes
resulting in PL occurrence might increase the population of Bregs,
which in turn promotes a significant secretion of IL-10 and TGF-B.
As such, Bregs create a vigorous immune suppressive ground.
Moreover, it is acknowledged that Breg activity takes place ahead of
time to induce Trl, Th3, and FoxP3* Treg cells, but Bregs leaves the
area as soon as Tregs become effective, thus an immune suppressive
environment is maintained (62,63).

The results of this study provide further support regarding IL-10’s
and TGF-B’s potential role in immune suppression in subclini-
cally BLV-infected cows. However, the hypothesis concerning the
contribution of Bregs in BLV infection as well as the dynamics in
Treg expansion that leads to profound inhibition of Thl and Th2
responses must be thoroughly validated.

Overall, the occurrence of PL in BLV-infected cattle was the best
criteria to assess susceptibility and immune suppression, because it
consistently detected significant differences in BLV-infected cows.
Furthermore, it seems that high antibody titers in BLV-infected
cows were not protective since they were associated with PL, HPL,
and a cytokine profile associated with susceptibility and immune
suppression, suggesting an aberrant humoral response. In addition,
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a significant decrease of IL-12, IFN-vy, IL-2, and IL-4 expression
was associated with a significant increase of IL-10 and TGF-B in
BLV-infected cows with PL, HAT, and HPL.

These findings are indicative of inhibition of Th1l and Th2
responses compatible with immunosuppression. In accordance with
the data presented herein, the immune suppression likely is medi-
ated by an IL-10 and TGF- regulatory response. The participation
of the putative regulatory cells (Bregs and Tregs) must be further
validated to establish their relationship with immunosuppression
in BLV infection.
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