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1. RESUMEN

La linfocitosis persistente (LP) es la caracteristica central de la infeccidén por el
virus de la leucosis enzodtica bovina (VLEB) misma que denota el inicio de la
enfermedad clinica. Con la finalidad de relacionar los titulos de anticuerpos y la
expresion de IL-4, IL-10, IL-12 e interferon gamma (IFNy) con la presencia de LP,
34 vacas se agruparon con base a valores predeterminados de infeccion por
vLEB y de LP como: vVLEB*/LP* (n= 11), vLEB"/LP" (n= 12) y VLEB7/LP" (n= 11).
Posteriormente, se utilizaron muestras de suero, ARN y ADNc, procedentes del
archivo de dos muestreos mensuales, para determinar los titulos de anticuerpos
mediante diluciones seriadas (1:50-1:6400) y la expresién de citocinas mediante
prueba de ELISA indirecta y PCR cuantitativa, respectivamente. Las vacas
VvLEB*/LP* mostraron titulos de anticuerpos mas altos que las VLEB'/LP". Los
titulos de anticuerpos exhibieron una relaciéon directamente proporcional,
estadisticamente significativa con los conteos linfocitarios, mismos que fueron
mas altos y estadisticamente diferentes en el grupo de altos titulos VLEB" que los
del grupo negativo a vLEB. Con respecto a la expresion de citocinas, todas
fueron mas altas en el grupo negativo al vVLEB comparadas con los grupos
VvLEB*/LP* y VLEB"/LP". Siendo estadisticamente significativa para la IL-10 y la
IL-12. Los resultados sugieren una expansion policlonal de células B IgM* CD5"
(células blanco del vLEB) la cual promueve altos titulos de anticuerpos frente al
VLEB en vacas afectadas por LP* y una severa supresion inmune en animales
vLEB". Hipotéticamente, dicha proliferacion puede causar enriquecimiento células
Breg, ya que el fenotipo IgM* CD5" ha sido recientemente descrito como Breg en
humanos, lo que suprime las respuestas Th1 y Th2 y la secrecién de IL-10 por
retroalimentacién negativa. Asimismo, las vacas no infectadas pueden poseer
algun tipo de resistencia ya que siguieron siendo negativas durante todo el
experimento, lo que podria explicarse por una secrecion de IFNy mediada por IL-
12 y probablemente por rasgos genéticos tales como la presencia de alelos de
resistencia del complejo mayor de histocompatibilidad bovino (Bola). Se deben
realizar mas estudios para caracterizar la poblacion de células Breg y para

confirmar la presencia de alelos de resistencia Bola.



2. ABSTRACT

Persistent lymphocytosis (PL) is a hallmark of bovine leukemia virus (BLV)
infection, which denotes the onset of disease. In order to relate the antibody titers,
and expression level of IL-4, IL-10, IL-12, and interferon gamma (IFNy) with the
observation of PL, 34 cows were grouped according to pre-determined status of
BLV infection and PL as follows: BLV*/PL" (n=11), BLV*/PL" (n=12) and BLV/PL
(n= 11). Then, sera, RNA and cDNA from archival of 2 monthly samplings were
used to determine antibody titers by serial dilution (1:50-1:6400) and cytokine
expression level through an indirect ELISA test and quantitative PCR,
respectively. The BLV'/PL" cows depicted higher antibody titers than BLV*/PL".
The antibody titers showed a statistically significant direct relationship with
lymphocyte counts which were higher and significantly different in the high titer
BLV" group compared to the negative group. Regarding cytokine expression, all
cytokines were higher in the BLV negative group compared to the BLV*/PL* and
BLV*/PL", being statistically significant for IL-10 and IL-12. The data suggests a
polyclonal IgM* CD5'Bcell proliferation (target cell of BLV infection) which
promoted high BLV titers in PL" affected cows, and a severe immune suppression
in BLV" animals. Hypotetically, such proliferation may cause an enrichment of
Breg cells since the phenotype IgM* CD5" has been recently described as Breg
cells in human literature, suppressing Th1 and Th2 responses, and IL-10
secretion by negative feedback. In addition, the uninfected cows may possess
some kind of resistance since they remained negative throughout the experiment
which may be explained by IL-12-mediated secretion of IFNy, and probably by
genetic traits such as Bovine Lymphocyte Antigens (BoLA) resistance alleles
presence. Further studies must be performed to characterize the putative Breg

population and to confirm the presence of BoLA resistance alleles.



3. ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucléico

ADNc: ADN complementario

ARN: acido ribonucléico

APC: células presentadoras de antigenos

BoLA: complejo mayor de histocompatibilidad bovino (Bovine lymphocyte antigens,
por sus siglas en inglés)

CMHII: complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il
ConA: Concavalina A

Cp: punto de cruce (crosspoint, por sus siglas en inglés)
DO: densidad 6ptica

DTT: ditiotreitol

ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay, por sus siglas en inglés)

env: envoltura

g: gramos

gp: glicoproteinas

HPRT:hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
Ig: inmunoglobulinas

IL: interleucina

IFN: interferén (IFN por sus siglas en inglés)

LB: linfocitos B

LEB: leucosis enzodtica bovina

LP: linfocitosis persistente

LT: linfocitos T

M: mol o moles

mg: miligramos

MgCly: cloruro de magnesio

min: minutos

Mg: microgramos

pl: microlitros

mL: mililitros

mM: milimolar



Mpm: marcador de peso molecular

nM: nanomoles

ng: nanogramos

NTC: control sin templete (non template control, por sus siglas en Inglés)

PA: vacas con titulos altos de anticuerpos.

PB: vacas con titulos bajos de anticuerpos.

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, por sus
siglas en Inglés)

gPCR: PCR cuantitativa

pM: picomoles

pol: polimerasa

PBMC: células mononucleares de sangre periférica (peripheral blood mononuclear
cells, por sus siglas en Inglés).

RT: retrotranscripcion

S: segundos

Taq: Thermusaquaticus

Th: T cooperadores (Thelper, por sus siglas en inglés)

TNF: factor de necrosis tumoral

U: unidades

vLEB: virus de la leucosis enzodtica bovina
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5. INTRODUCCION

El ganado bovino productor de leche esta expuesto a un gran numero de
enfermedades metabdlicas, reproductivas e infecciosas agudizandose mas en el
sistema de produccion intensivo (Ross, 2003). Dentro de las enfermedades
infecciosas, se ha dado una gran importancia a las enfermedades bacterianas
debido a que se considera que las enfermedades virales estan controladas por la
vacunacion. Este concepto no es del todo acertado en el caso de la leucosis
enzootica bovina (LEB) (Mateos, 2005). La LEB pertenece a la lista B de la oficina
internacional de epizootias (OIE) la cual estd constituida por enfermedades
transmisibles importantes desde el punto de vista socioeconémico y sanitario con
considerables repercusiones en el comercio internacional de animales y productos
de origen animal (OIE, 2004). De hecho, el mayor impacto econémico de la infeccidon
por el virus de la LEB (VLEB), es su interferencia en el movimiento internacional del
ganado y semen mas que a la enfermedad clinica en si misma (Yeon Choi et al.,
2002).

La LEB esta distribuida a nivel mundial y la prevalencia presenta una marcada
diferencia regional (Andrews, 2004).

La enfermedad puede presentarse en 3 formas: a) Portadores asintomaticos los
cuales corresponden al 65-70% del ganado infectado. La importancia de estos
radica en que actuan como portadores y transmisores del virus, b) Linfocitosis
persistente (LP) en alrededor del 20-30% de los animales los cuales permanecen
clinicamente sanos y c) Linfoma, la cual representa la forma clinica de la
enfermedad. Se observa en 1-5 % de las vacas y se desarrolla después de meses o
afos de incubacién. Esta fase es reconocida como la fase fatal de la enfermedad
(Radostits, 2002).

5.1 Etiologia

La LEB es causada por un oncovirus exégeno, de tipo ARN, del género
Deltaretrovirus de la familia Retroviridae, por lo que comparte caracteristicas con
otros virus leucémicos de diferentes especies (Van Regenmortel et al., 2000). La
familia Retroviridae se denomina asi porque los virus que la integran codifican la
enzima transcriptasa inversa (RT, por sus siglas en inglés) la cual es una polimerasa

que utiliza el ARN viral para sintetizar ADN complementario de cadena sencilla, que



a su vez, es replicado para formar ADN de cadena doble. La RT también es capaz
de degradar el ARN virico original. Este mecanismo permite a los retrovirus convertir
el ARN de banda sencilla lineal en ADN doble circular, para después integrarlo en el
ADN cromosomico de la célula huésped. El estado integrado del ADN del virus se
denomina provirus, y genera una infeccion persistente al estar asociado al material
genético de la célula huésped ya que se replica cada vez que ésta se divide
(Klintevall et al., 1994).

El diametro del vLEB envuelto es de 90 a 120 nm, el cual contiene un nucleocapside
central de 60 a 90 nm. La densidad es 1.16 a 1.17 g/ml y el coeficiente de
sedimentacién del ARN viral es 60 a 70 S. Los viriones, esquematizados en la Figura
1, poseen RT y maduran por gemacién (Pawling, 2002). Las proteinas codificadas
por el gen gag, forman la estructura del viridbn (capside) y desempefan un papel
importante en las etapas iniciales del ciclo de infeccién. Son designadas por su peso
molecular como p24, p15, p12 y p10. De ellas, p24 es el mayor componente de la
capside y tiene varios sitios antigénicos. Las proteinas de la envoltura, codificadas
por el gen env, son reconocidas por el receptor celular y son responsables del
tropismo celular, interferencia viral y fusion celular. Derivan de un precursor comun
que es modificado por glicosilacion y protedlisis, produciendo dos proteinas
asociadas: gp51 de superficie y gp30 de transmembrana. La p24 y la gp51 del vLEB
son los antigenos mas importantes y los anticuerpos contra ellas pueden ser
detectados en la mayoria de los animales infectados. La gp51 es responsable de la
respuesta humoral principal ya que es un potente antigeno y promueve titulos
anticuerpos mas altos que los dirigidos hacia la p24 (Gonzalez et al., 2001). Estas
dos proteinas constituyen la base para la deteccion mediante pruebas seroldgicas
(Felmer et al., 2006). El gen pol codifica para la RT de 80 kDa. La RT se activa
preferentemente en presencia de Mg? (Gillet et al., 2007). El virus se inactiva
rapidamente al exponerse a la luz ultravioleta, al calentarse a 56°C por 30 minutos y
a la pasteurizacion por lo que es probable que no permanezca viable en el medio
ambiente durantemucho tiempo. Sin embargo, puede permanecer viable en
muestras de sangre guardadas a 4° C por lo menos durante dos semanas (Andrews,
2004).
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Figura 1. Representacion esquematica de la particula viral del vLEB. Dos copias de ARN gendmico
de cadena sencilla estan empacadas en una particula viral. Las proteinas forman una capside, CA
(p24), que contiene el ARN viral en interaccion con la nucleocapside, NC (p12). Las dos enzimas que
se requieren para la transcripcion e integracion del genoma viral (RT e IN), respectivamente, también
estan contenidas dentro de la capside. La proteina de matriz, MA (p15) interconecta la capside y la
envoltura externa que estd formada por una bicapa lipidica de origen celular en la cual estan

insertada un complejo de proteinas virales (gp51 SU y gp30 TM) (Gillet et al., 2007).

5.2 Signos clinicos y lesiones

Antes de revisar las manifestaciones clinicas observadas en las vacas adultas
infectadas con tumores clinicos o linfoma, se deben subrayar dos hechos. Menos del
5% de las vacas positivas a VLEB desarrollan tumores o enfermedad asociada con
linfoma. La mayoria de las vacas infectadas con LEB son asintomaticas e
inmunocompetentes como sus compaferas de rebafio seronegativas. El otro
consiste en que debido a que las vacas con linfoma desarrollan varias
presentaciones clinicas derivadas de la alteracion del érgano blanco afectado, se
requiere en la mayoria de los casos una cuidadosa diferenciacion de otras
enfermedades. Por tal motivo, el linfoma puede mimetizar un gran numero de
enfermedades inflamatorias o debilitantes de las vacas. Aunque los animales
pueden infectarse por el VLEB a cualquier edad, los tumores se observan
tipicamente en animales de mas de 3 afos. Los signos clinicos rara vez se

manifiestan antes de los 2 afios de edad y son mas frecuentes en las vacas cuya
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edad esta comprendida entre 3 y 6 afnos. A pesar de que el linfoma en la forma
adulta de la enfermedad puede producir tumores en diversos érganos y en nodos
linfaticos en ganado vacuno de 6 meses de edad, es mas probable que los tumores
observados en vacas de menos de 2 afos de edad no estén relacionados con la
infeccion por vLEB (OIE, 2004; Rebhun, 1999). De este modo, los tumores
linfociticos se clasifican por la edad de aparicion, la localizacién anatéomica, el patrén
de distribucion en la poblacion y la relacion etiolégica con LEB. El linfoma enzodtico
es la forma multicéntrica de la enfermedad que se presenta de forma tipica en
bévidos adultos de mas de 3 afios. No mas de un 5% de los animales infectados
presentan anualmente linfomas clinicamente aparentes (Kahrs, 2001). Los casos
tipicos al inicio presentan un aumento de volumen de los nodos linfaticos
superficiales (linfoadenopatia superficial) en el momento del reconocimiento clinico y
presentan una gran variedad de signos clinicos que varian de acuerdo con la
localizacion de las masas tumorales y de la funcion vital inicialmente afectada
(Rebhun, 1999). Los mas notables pueden ser los nodos linfaticos prefemorales,
supramamarios, preescapulares y maxilares. No siempre los sintomas corresponden
con las lesiones (Kahrs, 2001). La mayoria de las vacas con linfoma manifiestan
signos inespecificos de pérdida de peso, apetito disminuido y produccién disminuida
(Rebhun, 1999). En ocasiones, los primeros sintomas observados son cojera, andar
anormal o paralisis. La linfocitosis persistente, cifra anormalmente elevada de
linfocitos encontrada en por lo menos dos muestras de sangre en un intervalo de 3
meses, se observa con frecuencia en rebafos con LEB (Kahrs, 2001). Sin embargo,
el ganado puede ser infectado con LEB y desarrollar tumores sin la presencia de
linfocitosis (Van Der Maaten et al., 1990). Los hallazgos morfopatolégicos de linfoma
adulto incluyen agrandamiento de nodos linfaticos y masas tumorales discretas o
difusas, las cuales corresponden a infiltracién de linfocitos neoplasicos en diferentes
organos. El higado, bazo, rifones, intestinos, abomaso, columna vertebral, tejido
retrobulbar, utero, corazén y tracto urinario son comunmente afectados. Los
pulmones raramente estan involucrados (Andrews, 2004; Kahrs, 2001; Gillet et al.,
2007).
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5.3 Transmision

La transmision de la enfermedad (Figura 2) se lleva a cabo mediante la transferencia
de células infectadas de animales portadores y/o enfermos hacia animales sanos, ya
sea de manera vertical u horizontal por medio de sangre, exudados vaginales,
iatrogénicamente y por insectos hematofagos que sirven como vehiculos y vectores
(Motton et al., 2003). Una cantidad tan pequefia como 0.1ul de sangre entera de una
vaca infectada puede ser contagiosa si se aplica intradérmicamente al ganado
(Andrews, 2004). Se han encontrado leucocitos infectados con vLEB en la leche y en
el calostro, pero al parecer las madres infectadas no son el medio de transmisién
mas importante, posiblemente por interferencia por parte de los anticuerpos
neutralizantes presentes en el calostro (Kahrs, 2001). Aunque se han identificado
antigenos virales y DNA proviral en el semen, la leche y el calostro, la transmision
natural a través de estas secreciones no se ha demostrado (Dus Santos et al,,
2007). Numerosas investigaciones previas sugieren que el semen de toros
infectados por LEB no es infeccioso para las vacas receptoras (Yeon Choi et al.,
2002). Se reporta que la via transplacentaria puede ser responsable de
aproximadamente el 5 % de terneros infectados nacidos de madres portadoras
(Gonzalez et al., 2001). Sin embargo, se describe que el porcentaje de transmision
vertical oscila entre el 3-16% (Pawling, 2002). No todas las vacas infectadas
producen fetos infectados e individualmente vacas infectadas pueden dar a luz
becerros infectados o no infectados. La transmisién vertical del genoma del virus via
gametos no ocurre (Andrews, 2004).

Cuando el animal se infecta con el vLEB produce anticuerpos (IgG1, 1gG2 elgM) que
circulan en la sangre por periodos largos de tiempo (Batmaz et al., 1995). La
persistencia de estos anticuerpos en el suero es causada por la presencia continua
del VLEB por parte de los linfocitos de la sangre (Klintevall et al., 1994). Se ha
comprobado que en terneros los anticuerpos calostrales llegan a durar hasta 71 dias
(Johnson et al., 1987; Lassauzet et al., 1990).Por otra parte, se menciona que la
transferencia de anticuerpos calostrales a terneros receptores confiere un cierto
grado de resistencia a la infeccion (Kahrs, 2001).

Aparentemente en el ganado lechero, la prevalencia de la infeccion se incrementa
con la edad y el contacto con ganado adulto infectado parece ser el factor de mayor
influencia. La tasa de infeccion es mayor en ganado lechero que en ganado de carne
(Dargatz et al., 1998; Gonzalez et al., 2001). Esta mayor incidencia puede ser mas
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por las oportunidades de exposicion que por una susceptibilidad especifica de razas
(Kahrs, 2001)

MECANISMOS DE TRANSMISION LEUCOSIS BOVINA

Bovino Infectado

1.— Contacto directo.

2.— Contacto indirecto por agujas, material
quirdrgico y otros.

3.— Insectos hemat6fagos.

4.— Transmision transplacentaria .

5.— Calostro y leche.

Figura 2.Mecanismos de transmision de la LEB (Motton et al., 2003).

El periodo de incubacién es de por lo menos 2 semanas antes de que aparezcan
titulos de anticuerpos frente al vLEB. En algunos casos este periodo puede ser de
varios meses. El vVLEB infecta a los LB y mantiene su presencia a lo largo de su
maduracion (Hernandez et al., 2006). Las principales células blanco del vLEB son
los linfocitos B(LB) que expresan IgM en su superficie y también con mayor
frecuencia los que expresen en su superficie los marcadores CD5 y CD11b(Florins et
al., 2008; Lavanya et al., 2008). En animales con LP, la mayoria (> 60%) de los LB
CD5" circulantes en sangre periférica contienen provirus (Heenemann et al., 2012).

De este modo, el virus establece una infeccion persistente en la subpoblacion de LB
mediante la integraciéon de su ADN (proviral) al ADN de la célula huésped. Se ha
reportado que los sitios de integracion son al azar y que las células infectadas llegan

a contener de 1 a 4 copias del provirus (Andrews, 2004; Eaves et al., 1994; Kuzmak
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et al.,, 1999). También posee la capacidad de infectar otras células, tales como
linfocitos T (LT) CD2*, CD3*,CD4", CD8", y/&, monocitos y granulocitos (Felmer et
al., 2006; Klintevall et al., 1997; Panei et al., 2013). La manifestacion de enfermedad
linfoproliferativa, probablemente se deba a la participacion de factores genéticos,
inmunoldgicos y/o ambientales (Hernandez et al., 2006).

Cabe senalar que casi todo el hato desarrolla anticuerpos detectables (Andrews,
2004) y que en hatos con alta prevalencia de anticuerpos a menudo se observa
disminucién de la eficiencia de produccion, aumento de las tasas de sacrificio y
mayor incidencia de linfoma clinico que en hatos no infectados (Kahrs, 2001).
Debido a que el vVLEB afecta principalmente a los linfocitos, se ha sugerido que el
virus puede disminuir la capacidad de respuesta inmune y por tanto, la infeccién
puede ser inmunosupresora (Doménech et al., 1999).

Como se menciond anteriormente, la infeccion generalmente es persistente y
subclinica y esta acompafada de anticuerpos en suero cuya presencia se considera
evidencia de la infeccion. Adicionalmente, ya que los linfocitos son las células
huéspedes del VLEB, se sefala que se requiere de transferencia de linfocitos para la

transmision de animal a animal (Kahrs, 2001).

5.4 Diagnostico

El diagnostico de la LEB puede realizarse de manera clinica, seroldgica,
identificacion del virus y/o proteinas virales y la identificacion de acidos nucleicos
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) o la
retrotranscripcion de ARN y amplificacion de ADN complementario (RT-PCR)en sus
diversas modalidades (Kahrs, 2001; Klintevall et al., 1994). La respuesta inmune
humoral frente al vLEB principalmente esta dirigida a las proteinas gp51 de envoltura
y la p24 de la capside del vLEB. La prueba de ELISA (ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas, por sus siglas en inglés) es ampliamente utilizada para la
deteccion de anticuerpos contra la gp51 de la envoltura (Juliarena et al., 2007,2008).
Se ha sugerido que después de la infeccion los niveles de anticuerpos se deban a
una alta carga viral (Gillet et al., 2007; Juliarena et al., 2009).

Sin embargo, en las infecciones virales, la inmunidad humoral no siempre es
suficiente para el control de la infeccién debido a que los virus son patégenos
intracelulares obligados, por lo que se mantienen parcialmente a salvo de los
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anticuerpos, siendo la inmunidad celular mas eficiente para prevenir la diseminacion

del virus y finalmente eliminarlo (Sahagun, 2010).

5.5 Tipos de respuesta inmune celular.

Los linfocitos T cooperadores (Th, por sus siglas en inglés) secretan patrones
caracteristicos de citocinas los cuales promueven diferentes tipos de respuesta
inmune celular (Koch et al., 1996). Las citocinas son polipéptidos biolégicamente
activos que controlan, entre otras cosas, el crecimiento y la diferenciacion de los
LT y LB. Los linfocitos Th son los responsables de orquestar una respuesta inmune
adecuada a una amplia variedad de patogenos. Los patrones mas reconocidos son
la respuesta tipo Th1 y la respuesta tipo Th2 (Szabo et al., 2003). La interleucina-12
(IL-12) y el interferon-y (IFNy) son citocinas encargadas de promover la
diferenciacion a Th1, a su vez interleucina-13 (IL-13) einterleucina-4 (IL-4) son
responsables de promover la diferenciacion hacia Th2 (Zhu et al., 2010). Algunas
citocinas como la interleucina-10 (IL-10) pueden ser producidas por otros tipos de
células como Th2, Th17, pero principalmente T reguladoras (Treg) (Ouyang et al.,
2011). Las células Th1 secretan IFNy, IL-2, factor de necrosis tumoral a (TNFa), y
factor de necrosis tumoral B (TNFB), que son fundamentales para la erradicacion de
patdgenos intracelulares.

Las células Th2 producen las citocinas IL-4, IL-5, IL-6, e IL-13, que son esenciales
para la produccion optima de anticuerpos y para la eliminacion de organismos
extracelulares (Szabo et al., 2003). La IL-4 que es secretada por basdfilos y
mastocitos en respuesta a eventos de activacion mediados por receptores, juega un
papel central en la regulacion de la diferenciacion de las células T virgenes. También
actia como un co-estimulador para el crecimiento de células B y suprime
fuertemente la apariciéon de células Th1 productoras de IFNy (Nelms et al., 1999).

La IL-12 es un heterodimero que consta de dos cadenas sin relacion, p40y p35y es
producida por diferentes tipos de células que incluye dendriticas, macréfagos,
neutrofilos, queratinocitos, células de Langerhans y LB (Koch et al., 1996; Pyeon et
al., 1996). La generacion optima de los LT CD4" Th 1 y LT CD8"citotéxicos (CTL)
requiere la expresion de IL-12 (Trinchieri 1995). Se describen 3 formas en que la IL-
12 promueve una respuesta de tipo Th1: (a) promueve la diferenciacién de LT
virgenes, durante el primer encuentro con un antigeno, en una poblacion de células

Th1 capaz de producir grandes cantidades de IFNy después de la activacion, (b)
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sirve como un co-estimulo necesario para la secrecion maxima de IFNy por células
Th1 diferenciadas en respuesta a un antigeno especifico y (c) que estimula el
desarrollo de células Th1 productoras de IFNy a partir de poblaciones de células T
de memoria en reposo que interactuan con un antigeno al que han sido expuestas
previamente (Gately et al., 1998). Por otro lado, el IFNy inducen la activacion de
células presentadoras de antigenos (APC, por sus siglas en Inglés) mediante la
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-II, por sus siglas
en inglés) (Yakobson et al., 2000) y se ha descrito que in vitro induce una actividad
antiviral en contra de muchos virus (Usui et al., 2007). Por tal motivo, ambas
citocinas desempefian un papel fundamental en la resolucién de infecciones virales.

La IL-10 se describi6 inicialmente como la citocina inhibidora del factor de sintesis
(CSIF por sus siglas en inglés) de células Th2 estimuladas con Concavalina A
(ConA), inhibiendo la produccion de citocinas como la IL-2, TNF-a, IFNy y GM-
CSF por las células Th1,pero no las células Th2, en respuesta a antigenos
presentados por APC. Posteriormente, se encontré que tanto células B como células
B de linfoma producian IL-10 y a un homdlogode IL-10, BCRFI, que fue
descubierto en el genoma del virus Epstein-Barr. Por ello se propuso que la IL-10
y su homodlogo viral juegan un papel clave en suprimir el sistemainmune del
huésped, lo que permite el crecimiento de linfoma y la supervivencia del virus en el
huésped (Pestka et al., 2004). Los hallazgos recientes sefialan que la IL-10 requiere
combinarse con diferentes moléculas co-estimuladoras para la diferenciacion y el
mantenimiento de un conjunto de células Treg, y para la inhibicién de las respuestas
Th17 y Th1. Lo anterior, pone de manifiesto la participacion potencial de las células
B en el mantenimiento de las células Th y Tregs periféricas (Mauri&Bosma 2012). La
inmunidad Th1 es considerada como la respuesta mas efectiva en el control de las

infecciones causadas por retrovirus (Wang et al., 1995).

5.6 Respuesta inmune contra el vLEB.

La respuesta inmune celular y la respuesta inmune humoral juegan un papel muy
importante en la proteccion del huésped contra la infeccion natural por el vLEB
(Kabeya et al., 2001). Se ha descrito que una baja respuesta inmune celular esta
asociada a la progresién hacia LP (Pyeon et al., 1996). De hecho se describe que
durante la etapa de LP y linfoma, un mal funcionamiento de las células T, que

incluye una alteracion en la proliferacion celular y una baja produccion de citocinas
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que diferencian a Th1, promueve la aceleracion en el progreso de la enfermedad
(Ikebuchi et al., 2011). Se ha reportado que el INF-y bovino recombinante suprimio
con éxito el crecimiento in vitro del vLEB, aunque el mecanismo sigue siendo
desconocido (Sentsui et al., 2001).

La expresion de IL-12 e IFNyes mayor en animales infectados que no desarrollan LP
y menor en aquéllos con LP (Gillet et al., 2007; Konnai et al., 2003; Pyeon and
Splitter 1998; Yakobson et al., 2000). De manera opuesta, bovinos infectados con LP
exhiben incrementos en la expresion de ARNm de IL-10 (Amills et al., 2002; Gillet et
al., 2007; Yakobson et al., 2000).

También se ha descrito, que en vacas infectadas con el vLEB, la activacion de LB y
LT se ve aumentada, y que este aumento ha sido determinado por el aumento de la
expresion de MHC Il y de CD25. Este ultimo corresponde a la cadena alfa del IL-2R
(Isaacson et al., 1998; Konnai et al., 2005) y propone que los linfocitos B CD5" IgM*
presentan cierta resistencia a la apoptosis causada por el TNF-a. En el 2006 Konnai
et al., sugiere que la regulacion de la expresion de TNF-a podria influir en la
proliferacion de las células B durante la progresion de la enfermedad. También se
menciona que las células que mas expresan TNF-a son las que presentan CD5IgM*
en su superficie. El receptor de membrana del TNF-a se considera como un ligando,
que induce la activacion de células B en la proliferacion policlonal de células B
inducida por virus (Higuchi et al., 1997).

Por otro lado, en un hato lechero con alta prevalencia de LEB, se determinaron
valores significativamente mas altos de linfocitosis persistente (LP) en un grupo con
alta carga viral de vLEB que los de un grupo infectado que no desarrollé LP con baja
carga viral. En este estudio, la carga viral presenté una fuerte correlacion con el
diagnéstico de LP. Los datos sugieren que los animales que no desarrollaron LP,
incluyendo a un grupo que permanecio negativo a lo largo del experimento, poseen
ciertos mecanismos de resistencia al no desarrollar LP a pesar de pertenecer a un

hato con alta prevalencia de LEB (Zavaleta, 2009).
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6. HIPOTESIS

Si la respuesta inmune limita la carga viral en sangre entonces se disminuyen las

probabilidades de desarrollo de LP.

7. OBJETIVOS

- Establecer la relacién de la respuesta inmune en el desarrollo de linfocitosis

persistente en vacas infectadas por el vLEB.

PARTICULARES

e Evaluar los titulos de anticuerpos asociados al desarrollo de linfocitosis
persistente.

e Evaluar la expresion de IL-4, IL-10, IL-12 e INF gamma asociados al desarrollo
de linfocitosis persistente.

¢ Relacionar los titulos de anticuerpos y la expresion de las citosinas asociados

con el desarrollo de linfocitosis persistente.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Diseno Experimental.

Con el fin de establecer la relacion de la respuesta inmune frente al vLEB con el
desarrollo de linfocitosis persistente, se utilizaron 34 vacas Holstein de 4 afios en
adelante procedentes de dos unidades productoras de leche con alta prevalencia de
LEB pertenecientes al Complejo Agropecuario Industrial Tizayuca (CAIT) con un
estatus de infeccion por vLEB por prueba de ELISA indirecta y PCR cuantitativa
(gPCR) y valores predeterminados de LP mediante conteos absolutos de linfocitos a
través de microscopia optica (Zavaleta, 2009). Con base a los parametros descritos,
se conformaron tres grupos de animales: VLEB*/LP* (n= 11), vVLEB*/LP" (n= 12) y
VLEB/LP™ (n=11).

8.2 Material Biolégico.

Se utilizé6 material bioldgico del archivo de los animales en estudio (suero, ARN y
ADNCc) procedente dedos muestreos mensuales para la titulacion de anticuerpos
frente a infeccion por vLEB vy la determinacion de la expresion de IL-4, IL-10, IL-12 el

IFNy por prueba de ELISA indirecta y gPCR, respectivamente.

8.3Titulacion de anticuerpos contra el vLEB

Se realizaron diluciones seriadas (de 1:50 a 1:1600) de suero para la deteccion de
anticuerpos contra la glicoproteina gp51 del vLEB mediante una técnica de ELISA
indirecta comercial, siguiendo las indicaciones del fabricante (VMRD Inc., Pullman,
WA. USA) Primero, se realizé una dilucion 1:50 en las muestras de suero con la
solucion amortiguadora de dilucion. Cada placa con antigeno incluyé un suero
control positivo, dos sueros controles negativos, incluidos en el paquete de reactivos,
y un pozo blanco de reactivos al que no se le agregd suero. Todas las muestras se
trabajaron por triplicado de la siguiente manera: Se agregaron 50 pl de cada dilucion
por muestra de suero en los pozos de la placa asegurandose que la muestra cubra
la parte inferior de los pozos y la placa se incub6 a temperatura ambiente por 20
min. Se lavaron los pozos tres veces utilizando la solucién amortiguada de lavado,
eliminando perfectamente el contenido de los pozos sobre una toalla de papel.
Posteriormente, se aplicaron 50 uyl de conjugado (anti-lgG bovina marcada con

peroxidasa) a todos los pozos de la placa asegurandose que el conjugado cubriera
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la parte inferior de los pozos y la placa se incub6é a temperatura ambiente por 20
min. Acto seguido, se realizd otro lavado para agregar 50 pl de la solucién de
sustrato e incubar a temperatura ambiente durante 20 min sin vaciar los pozos.
Finalmente, se agregaron 50ul de la solucién de finalizacion y se mezclo el
contenido de los pozos agitando suavemente en una superficie plana. La lectura 'y
registro de la prueba se realizaron inmediatamente después de la aplicacién de la
solucion de “paro” en un lector de ELISA (Stat Fax 3200 Awareness Technology) a

una longitud de onda de 620-650 nm para la lectura de densidad 6ptica (DO).

8.4 Evaluacién y/o obtencion de ADN complementario (ADNc)

Se evalud la concentraciéon e integridad del total de muestras de ARN y ADNc por
espectrofotometria y electroforesis en geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio.
En los casos con falta de integridad o baja concentracion de ADNc, se realizd
retrotranscripcion (RT) con el ARN utilizando reacciones de 20 pyl. En un microtubo
de 0.2 mL, se agregaron 2 ug de ARN y 2.5 uM de iniciador Oligo (dT)z¢ (Promega
Corp., Madison WI., USA) y se ajusto volumen a 11 ul con agua grado molecular. La
mezcla se incubé a 70°C durante 10 min y a 4°C durante 5 minutos en el
termociclador MasterCyclerGradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) para afadir
5ul Buffer 5x (Tris HCI250mM, KCI375mM, MgCl,15mM), 0.01M de ditiotreitol(DTT),
0.25 yM de cada dNTPs y agua grado biologia molecular c.b.p. 20 ul. La mezcla se
homogeneizé e incubd a 37°C en el termociclador (Mastercyclergradient, Eppendorf,
Hamburg, Germany) para anadir 1 U. de enzima RT (Superscript Il, Invitrogen,
California, USA) justo en el momento del registro de la temperatura 37°C e incubar
por un tiempo total de 60 min. El ADNc se visualizé en geles de agarosa al 1.5%,
teAidos con bromuro de etidio y se congelé a -20°C hasta su uso en protocolos de
gPCR.

8.5 Diseino de Iniciadores

Para los protocolos de gqPCR se disefnaron iniciadores especificos con base a
secuencias obtenidas del GenBank utilizando el programa IDT’sSciTools
PrimerQuest™ (
Research) para la amplificacion de productos de 100-200 bp de IL-4, IL-10, IL-12p40

e IFNy bovinos. Se valoré que la temperatura de desnaturalizaciéon se encontrara

Integrated DNA Technologies White head Institute for Biomedical

cercana a los 60°C y el % de G:C fuera similar en todos los casos.
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Tabla 1.Secuencias de iniciadores disefiadas para la amplificacion de las citocinas en gPCR.

Citocina Secuencia pb*

Fwd | TGAGGATGT TCAGCGTTT TG
IL-4 114
Rv CCT ACCAGC TGATCC CAG TG

Fw | GCT CCA AGA GAG GGG TGT CT
IL-10 128
Rv TCACCATCCTGGAGG TCTTC

Fw | AGC TTG GAG CAC AGG GAG TA
IL-12p40 111
Rv GTG CAC AGC TTC TAC CAC GA

EN Fw | GCCACT ACT TTG ATG GCATGT 108
Y Rv CTG AAG CGC CAG GTATAA GG

*Producto esperado en pares de bases (pb).

8.6PCR cuantitativa (QPCR)

Previo a la estandarizacion de la gPCR, la temperatura de alineacion y la
concentracion de MgCl; e iniciadores Optimas para la amplificacion de cada citocina
se determinaron por PCR punto final utilizando las siguientes condiciones de
amplificacion: un paso de desnaturalizacién inicial de 94°C durante 300 segundos
(s), seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion, 94 °C durante 60 s; alineacion, 60 °C
por 60 s; elongacion 72 °C por 120 s, y un ciclo de elongacion final de 72 °C durante
300 s.

El gPCR se realizd en reacciones de 25 upl en un equipo LightCycler®480
(Roche "Diagnostics Indianapolis, IN.USA) usando QuantifastSYBR Green Master
Mix (QIAGEN, USA) como sistema de amplificacion y deteccion y 12.5 ng de ADNc.
Se realizaron curvas para determinar la concentracién éptima de los oligonucleoétidos
iniciadores. Cada muestra se ejecutd por triplicado y con una reaccién control sin
templete de ADNc (NTC, Non Template Control) en placas épticas de 96 pozos
(LightCycler®480 MultiwellPlate 96 of Roche™). Posterior a la activacion de la enzima
a 95°C por 5 min, se siguieron las condiciones estandar de amplificacién siguiendo
45 ciclos de desnaturalizacién a95°C por 10s, alineacién y elongacién a 61°C por
30s. Posterior a la amplificacidon, se incrementd la temperatura de 60°C a 95°C para
construir una curva de disociacion y se determind la especificidad del producto

amplificado.
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8.7 Cuantificacion relativa de la expresion de citocinas por qPCR

Se realizé la comparacion del punto de cruce (cross- point/Cp) de la muestra
desconocida con una muestra calibradora que sirve como referencia fisiolégica
(muestra proveniente de PBMC de una vaca no infectada). Todas las
cuantificaciones de las muestras desconocidas y de la muestra calibradora fueron
normalizadas con un control interno. En este estudio se utilizd el gen constitutivo
(housekeeping) hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT). Primero, el
C, de la muestra y del C, control interno HPRT (C, HPRT) fueron determinados para
cada muestra para el calculo de la AC; el cual resulta de la diferencia del C, de la
muestra y C, HPRT. Posteriormente, al AC, de cada muestra se resta el AC, del
calibrador. Esta diferencia es llamada AAC, y la cantidad relativa se calcula por
288C  Asi, la diferencia en la expresion de la muestra se expresa como n-veces
relativa al calibrador (AppliedBiosystems).

Las ecuaciones para calcular AACP para el método de cuantificacion relativa son:

C, de la muestra -C,HPRT = AC,.

AC,, de la muestra —AC, del calibrador = AAC,,.

Cantidad relativa = 2 4P

Los resultados de los triplicados se expresaron como la media + el error estandar.

8.8 Analisis Estadistico
La diferencia estadistica entre grupos con base al conteo linfocitario se realizé
mediante analisis de varianza y comparacion de medias por prueba Tukey.
En el analisis del titulo de anticuerpos relacionandolo con el estatus de LP se realizd
la prueba de t-Student para muestras independientes, mediante el paquete
estadistico SPSS 16.0.El modelo que se utilizé en el analisis fue:
Hi=Tij + Eijj
Donde #ij es la variable a analizar: Titulo de anticuerpos.
Tij:

a) VLEB®/LP" = positivas a la infeccion (ELISA/qPCR) con LP.

b) VLEB®/LP" = positivas a la infeccion (ELISA/gPCR) sin LP.

Eij = error aleatorio.
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El analisis de los datos del titulo de anticuerpos, perfil de expresion de citosinas y
conteos linfocitarios se realizé mediante el procedimiento GLM, acompanado con la
prueba de Tukey, para determinar la diferencia entre grupos, usando el paquete
estadistico SPSS 16.0. El modelo que se utilizé en el analisis fue:
Hi=Tij + Eijj
Donde #ij es la variable a analizar: conteo linfocitario o expresion de interleucinas
Tij para la variable conteo linfocitario fueron:

a) PA = positivas a la infeccién (ELISA/gPCR) con titulo de anticuerpos alto*.

b) PB = positivas a la infeccion (ELISA/gPCR) con titulo de anticuerpos bajo**.

c) N = negativas a la infeccion (ELISA/qQPCR)

Eij = error aleatorio.
* Titulos = 100
** Titulos < 50

Tij para la variable expresion de citocinas fueron:
vLEB™ /LP" = positivas a la infeccion (ELISA/qPCR) con LP.
vLEB®/LP" = positivas a la infeccion (ELISA/qPCR) sin LP.
VvLEB®/LP" = negativas a la infeccion (ELISA/qPCR) sin LP.

Eij = error aleatorio.
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9. RESULTADOS

El analisis estadistico de los conteos linfocitarios por grupo experimental se muestra
en la figura 3. Se observé una diferencia estadistica significativa entre el grupo
VvLEB*/LP" y los grupos VLEB'LP" y vVLEB7/LP" (P=0.004). Se puede apreciar que los
grupos negativos a LP fueron estadisticamente similares. Asimismo, los titulos de
anticuerpos del grupo de vacas positivas al vLEB con LP fueron mas altos que los
del grupo infectado sin LP, pero este hallazgo no fue estadisticamente significativo
(Figura 4). Sin embargo, los valores normalizados del conteo linfocitario mostraron
una relacion directamente proporcional con los titulos de anticuerpos. Los valores
del conteo linfocitario fueron significativamente mayores en el grupo de vacas con
altos titulos de anticuerpos (PA) en comparacion con las vacas negativas. Por otro
lado, el grupo de vacas con titulos bajos (PB) no fue significativamente diferente de

los grupos referidos, mostrando valores intermedios (Figura 5).
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Figura 3. Diferencia en los conteos linfocitarios entre los grupos, positivo a la infeccion

por el VLEB y con un estatus de LP positivo (vVLEB'/LP"), positivo a la infeccion por el

VLEB y con un estatus de LP negativo (VLEB'/LP’) y el negativo a la infeccion por el

VLEB y con un estatus de LP negativo (VLEB'/LP’). Literales diferentes entre grupos

presentan diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Figura 4. Promedios de titulos de anticuerpos frente al vLEBentre los grupos,
positivo a la infeccién por el VLEB y con un estatus de LP positivo (VLEB*/LP"),
positivo a la infeccién por el vVLEB y con un estatus de LP negativo (vVLEB*/LP’).
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Figura 5. Diferencia en el conteo linfocitario entre los grupos, positivos a la infeccion

por VLEB con titulo de anticuerpos alto (PA), positivos a la infeccién por vLEB con

titulo de anticuerpos bajo (PB) y negativos a la infeccién por vLEB (N). Literales

diferentes entre grupos presentan diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Con respecto a la cuantificacion de citocinas, se establecieron la temperatura de
alineacion y concentracion de MgClee iniciadores por PCR punto final mediante
gradiente de temperatura y curvas de concentracion, respectivamente. En todas las
temperaturas del gradiente, empleando concentracién estandar de MgCl, (1.5 mM),
para la amplificacion de IL-4, IL-10, IL-12 e IFNy se obtuvieron productos del tamafno
esperado (128pb, 114pb, 111pb y 108pb, respectivamente). Las figuras 6 y 7
muestran el gradiente de temperatura empleado para IL-10 e IL-12 en el cual se
aprecia que la temperatura ideal de alineacion fue de 61°C y 56°C, respectivamente.
Sin embargo, en la amplificacion de IL-4 e IFNy se obtuvieron productos
inespecificos (dato no mostrado). Por tal motivo, se realizaron curvas de
concentracion de MgCl,. Para la IL-4, la curva de concentracion de MgCl, revel6 que
la amplificacion de productos inespecificos se incrementaron conforme la
concentracion de MgCl,fue mayor (Figura 8). Asi mismo, se aprecié una relacion
directamente proporcional en la curva de concentracion de MQgCl, para la
amplificacion de IFNy (Figura 9). De este modo, en ambas citocinas no se eliminaron
los productos inespecificos en las diferentes concentraciones MgCl,empleadas pero
se amplificaron eficientemente productos de 114pb y 108pb, respectivamente. Por
otro lado, la concentracion 6ptima de iniciadores para las 4 citocinas fue de 25pM.
Con base a los resultados de la PCR de punto final, y con el fin de obtener
condiciones similares para la optimizacién de la qPCR, se eligieron los siguientes
parametros: temperatura de alineacion de 61°C, concentracion de MgCl, de 1.5mM y
una concentracion de iniciadores de 25pM. Con base a las curvas de disociacion se
determind que los productos amplificados por qPCR fueron especificos para cada
citocina. En las figuras 10 y 11 se muestran la curva de amplificacion y de
disociacion para IFNy, respectivamente, las cuales son representativas de las
curvas obtenidas para las diferentes citocinas amplificadas por qPCR. Debido a la
presencia de productos inespecificos en la amplificacion de IL-4 e IFNy por PCR
punto final, se corroboraron productos amplificados por gPCR en gel de agarosa,
observandose productos del tamafio esperado (114pb y 108pb, respectivamente).
Con respecto a la expresidén de citocinas, los valores de expresion del grupo no
infectado (VLEB'/LP") fueron mayores en todas las citocinas, comparados con los
valores de expresion de los grupos infectados (Figuras 12, 13, 14 y 15). Sin
embargo, los valores solo fueron estadisticamente significativos para IL-10
(P=0.042) e IL-12 (P=0.011) (Figuras 13 y 14, respectivamente).
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Productos de 128pb

Figura 6. Gradientes de temperaturas de alineacion para IL-10.Gel de

agarosa al 1.5%.Mpm = marcador de peso molecular. pb = pares de

hases.
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Figura 7. Gradientes de temperaturas de alineacion para IL-12.Gel de

agarosa al 1.5%.Mpm = marcador de peso molecular. pb = pares de bases.
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Figura 8.Curva de concentraciones deMgCl, para IL-4, temperatura de
alineacion de 61°C. Gel de agarosa al 1.5%. Mpm = marcador de peso

molecular. pb = pares de bases.
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Figura 9. Curva de concentraciones de MgCl, para INF-y,temperatura
de alineacion 61°C. Gel de agarosa al 1.5%. Mpm = marcador de peso

molecular. pb = pares de bases.
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Figura 12. Determinacion por gPCR de la expresion de la IL-4 con base a
los 3grupos: positivo a la infeccién por el VLEB y con LP (VLEB*/LP*/n=22),
positivo a la infeccion por el VLEB y sin LP (VLEB*/LP/n=24) y negativo a la
infeccion por el vLEB y sin LP (VLEB'/LP/n= 22).
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Figura 13. Determinacion por gPCR de la expresiéon de IL-10 con base a
los 3grupos: positivo a la infeccién por el vLEB y con LP (VLEB*/LP*/n=22),
positivo a la infeccion por el VLEB y sin LP (VLEB'/LP/n=24) y negativo a la
infeccion por el VLEB y sin LP (VLEB/LP/n= 22). Literales diferentes

sefalan diferencia estadistica significativa (P<0.05).
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Figura 14. Determinacion por gPCR de la expresion de IL-12 con base a
los 3grupos: positivo a la infeccion por el vVLEB y con LP (VLEB*/LP*/n=22),
positivo a la infeccién por el vVLEB y sin LP (vLEB*/LP/n=24) y negativo a la
infeccion por el vLEB y sin LP (VvLEB/LP/n= 22). Literales diferentes

sefialan diferencia estadistica significativa (P<0.05).

INFy

5.00
4.50
4.00
3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00 -
0.50
0.00 -

Cp Relativa

VLEB*/LP* VLEB*/LP- VLEB'/LP-

Figura 15. Determinacion por gqPCR de la expresiéon de INFy con base a
los 3grupos:positivoa la infeccién por el vVLEB y con LP (VLEB*/LP*/n=22),
positivo a la infeccién por el VLEB y sin LP (VLEB*/LP/n=24) y negativo a la
infeccion por el vLEB y sin LP (VLEB'/LP/n= 22).
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10. DISCUSION

En el estudio preliminar, la prevalencia de la infeccién por el vLEB del hato lechero al
cual pertenecia el grupo experimental del presente estudio fue de 66%, con
concordancia perfecta entre la serologia por ELISA indirecta y gPCR. Asimismo, los
conteos linfocitarios se realizaron durante 3 meses por lo que se comprobd la
presencia de vacas infectadas con LP y de vacas infectadas que no desarrollaron LP
a lo largo del experimento. Por otro lado, las vacas negativas a VLEB
permanecieron sin infeccion a todo lo largo del experimento. Lo anterior fue
sugestivo de la presencia de factores de resistencia tanto en las vacas infectadas
por el vVLEB sin LP como de las vacas no infectadas (Zavaleta et al., 2009). De este
modo, la conformacion de los grupos experimentales con base los valores
predeterminados del presente estudio fueron fuertemente representativos para la
evaluacion de los factores inmunes relacionados con el desarrollo de LP en vacas
infectadas por el vLEB.

Con respecto a la inmunidad humoral, los titulos del grupo VLEBY/LP* fueron
mayores que los del grupo VLEB®/LP" pero no significativos estadisticamente. Sin
embargo, se pudo establecer una relacién estadisticamente significativa entre la
respuesta humoral y los conteos linfocitarios misma que fue directamente
proporcional (Figura 5). Los conteos linfocitarios significativamente mayores del
grupo PA comparados con el de las vacas negativas es indicativo de una fuerte
induccién de una respuesta humoral relacionado a la infeccion por el vLEB que tiene
un efecto directo sobre el incremento de linfocitos circulantes. Lo anterior concuerda
con los hallazgos de estudios previos. Los titulos altos de anticuerpos se relacionan
con una alta carga viral (Jimba et al., 2010) y los animales con una baja carga viral
presentan bajo titulo de anticuerpos y conteo normal de linfocitos (Juliarena et al.,
2008). Por otro lado, se ha determinado que la carga viral del vLEB presenta una
fuerte correlacion estadistica con los conteos linfocitarios con valores de LP
considerablemente mayores que los descritos por otros autores. Se postulé que lo
anterior esté asociado a una mayor prevalencia de la enfermedad en el hato
evaluado (Zavaleta et al., 2009). Adicionalmente, se describe que la carga viral se
incrementa significativamente en las vacas con LP™ a diferencia de aquellas que son
LP" y que la carga viral es marcadamente mayor en las vacas que desarrollan

linfoma. Lo anterior indica que el incremento de la carga viral esta asociado con la
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severidad de la enfermedad (Aida et al., 2013). Cabe sefalar, que un aspecto
importante de la poblacion experimental de este estudio es que deriva de un hato de
alta prevalencia. Por tal motivo, el hallazgo de que el grupo VLEB'/LP" permaneciera
consistentemente negativo durante el desarrollo del experimento senala que este
grupo presenta rasgos de resistencia asociadas posiblemente una adecuada
modulacién de la respuesta inmune frente a la infeccion por vLEB.

Las células blanco para la infeccién por VvLEB son los linfocitos B que expresan en
su superficie IgM*, CD5", CD11b" y MHCII* (Gillet et al., 2007) y que el desarrollo de
LP es promovida por una expansion policlonal de linfocitos B CD5", IgM* (Cantor et
al., 2001; Florins et al., 2008; Hamilton et al., 2003; Konnai et al., 2005; Lavanya et
al., 2008). En un informe, la proporcion de linfocitos B CD5" circulantes alcanzo
hasta un 69% (Ungar-Waron et al., 1997) y Hamilton et al., (2003) describen un
rango de 68-90%. Por otro lado, se ha descrito que la expresion del receptor del
VLEB disminuye gradualmente durante la diferenciacion de las células B en médula
0sea. De este modo, los linfocitos B menos diferenciados son los que presentan
mas altos niveles de expresion de estos receptores (Lavanya et al., 2008). Sin
embargo, también se menciona que los linfocitos B y T necesitan ser estimulados
para la expresion del receptor de vLEB (Stone et al., 2000). Por tal motivo, la carga
viral y la expansion policlonal de la poblacién de linfocitos B estan involucrados en la
induccion de la secrecidén de anticuerpos frente a vLEB y respaldan fuertemente el
hallazgo de altos titulos de anticuerpos en el grupo VLEB*/LP" ya que este grupo
presenté también una alta carga viral (Zavaleta et al., 2009). Ambos aspectos son
fuertes indicadores de susceptibilidad puesto que contribuyen al desarrollo de LP y
paradodjicamente, reflejan una falla en la restriccion de la infeccion por el vLEB
debido a una promocion de la misma por parte del sistema inmune.

Con respecto a la respuesta inmune celular, los LT juegan un papel clave en la
activacioén, proliferacion y diferenciacion de los LB normales, tanto por el contacto
directo de célula a célula, asi como por la secrecion de citocinas (Trueblood et al.,
1998). En el caso de la LEB, se postula que los linfocitos B infectados por el vLEB
funcionan como células accesorias y estimulan a los linfocitos T cooperadores (T)
para mejorar significativamente su secrecion de IL-2 y a su vez, por efecto autocrino,
expandir la activacion de LT CD4" (Stone et al., 2000). Asi mismo, se describe que
durante la LP, el incremento de la secrecién de |IL-2 por parte de los Ty, promueve la

proliferacion de linfocitos B y regula el incremento en la expresion del receptor de IL-
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2 (IL-2R) en los linfocitos B, aumentando de este modo la expresion del vLEB en las
células infectadas (Trueblood et al., 1998). Por esta razon, la IL-2 a pesar de ser una
citocina Th1 desempena un papel promotor en el desarrollo de la LEB enfermedad
pues a pesar de ser originalmente reconocida como un factor de crecimiento de
células T, puede promover la proliferacién de LB infectados por vLEB (Kabeya et al.,
2001). Por consenso, se reportan niveles elevados de secrecion de IL-2 en vacas
infectadas con o sin la presencia de LP (Gillet et al., 2007; Isaacson et al., 1998;
Keefe et al., 1997; Meirom et al., 1997). Asi mismo, la estimulacion con IL-2
incrementd la proliferacidon celular, la expresion del IL-2R y la sintesis de la proteina
CA del VLEB en LB aislados de vacas infectadas por el vLEB™ con LP" (Gillet et al.,
2007). Todo lo anterior enfatiza la relevancia de la induccién de una respuesta
inmune con la finalidad de promover la expansién de los LB IgM* CD5" en el curso
de la infeccion por el vLEB.
La inmunidad mediada por células Th1 se considera que es efectiva en el control de
la infeccidn y la replicacion de los retrovirus (Yakobson et al., 2000). Sin embargo,
durante la progresion de la infeccion por el vVLEB que conduce al estatus de LP, se
describe una reduccion en la expresion de citocinas de Th1 y de citocina Th2
(Yakobson et al., 2000, Amills et al., 2002) mientras que la respuesta de Treg
mediada por la expresion de IL-10 presenta ligeros a moderados incrementos en
vacas infectadas (Pyeon et al., 1996, Amills et al., 2002) o se aprecia disminuida en
vacas con LP* (Amills et al., 2002). La expresion alta de IL-10 ha sido asociada con
progresion de la enfermedad, particularmente en etapas avanzadas (Pyeon et al.,
1996).
La IL-12 promueve el desarrollo de respuestas Th1 que conducen a la producciéon de
IFNy la cual induce la expresion de MHCII en la via endocitica y es una de las
citocinas clave en la erradicacion de infecciones virales (Ploegh, 1998; Wolf et al.,
1994). En el presente estudio, se observé una mayor expresién de IL-12 en el grupo
no infectado la cual fue estadisticamente diferente a la baja expresion que se
aprecié en los grupos infectados (VLEB*/LP* y vLEB*/LP’). Del mismo modo, se
observé una mayor expresion de INFy, en el grupo negativo en comparacion con los
grupos infectados, aunque dicho hallazgo no fue estadisticamente relevante.
Ambos resultados concuerdan con lo descrito en la literatura. Yakobson et al., (1998)
encontraron que en las primeras semanas de la enfermedad, la expresion de IL-12
era mayor que la de IL-10 mientras que en animales que desarrollaron LP la
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expresion de ambas citocinas fue a la inversa , encontrandose una mayor expresion
de IL-10. En otros estudios, también se reportan una menor expresion de IL-12
(Pyeon and Splitter, 1998) y una mayor expresion de IL-10 (Pyeon et al., 1996) en
vacas que desarrollan LP. Con respecto a la expresion de INFy, se reporta una
menor expresion estadisticamente significativa en vacas infectadas con LP*
comparado con la mayor expresion observada en vacas no infectadas. En el mismo
estudio, las vacas infectadas negativas a LP presentaron valores intermedios los
cuales no presentaron diferencia estadistica con los otros grupos (Amills et al,
2002). Del mismo modo, (Pyeon et al., 1996) describen que la expresion de IFNy
fue menor en vacas con LP*. Se menciona que en la etapa inicial de la infeccion por
el VLEB, la presencia de INFy contribuye a la disminucion de la presencia de LP
mientras que en el estadio de LP los valores de INFy declinan (Usuiet al., 2007,
Yakobsonet al., 2000).

Por otro lado, en este estudio la expresién de IL-4, fue menor en los grupos
infectados (VLEB*/LP* y VLEB*/LP™ ) que en el grupo VLEB/LP". A pesar de que este
hallazgo no fue estadisticamente significativo concuerda con lo descrito por Amills,
et al.,, (2002) ya que también encontraron una menor expresion de IL-4 en los
grupos infectados (ya sea LP* o LP") frente a un grupo negativo a la infeccién por el
VvLEB. Por otro lado, en otro estudio no se observd una diferencia estadisticamente
significativa en la expresién de IL-4 (Konnai et al., 2003).

Cabe senfalar, que los resultados del presente estudio que no mostraron diferencias
estadisticas significativas (INFy e IL-4) a pesar de estar acorde con la mayoria de
estudios podrian corroborarse en experimentos de estimulacion con mitdégenos o
citocinas especificas utilizando técnicas que han demostrado alta sensibilidad como
la ELISPOT. En el caso de INFy, la estimulacién de PBMC con ConA promovié una
mayor expresion de INFyen vacas infectadas con el vLEB que las PBMC de vacas
no infectadas (Trueblood et al., 1998).

Con referencia a la IL-10, de manera similar a las demas citocinas, en este trabajo
se encontrd que la expresion fue mayor en el grupo VLEB/LP- que en los grupos
infectados, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (P<0.05). Este
hallazgo no concuerda con lo descrito por Pyeon et al., (1996) y Yakobson et al.,
(2000), ya que ambos estudios reportan un incremento de la IL-10 en el grupo de
animales infectados con LP", pero coinciden parcialmente con los resultados de
Amillset al., (2002) en los que se reportan valores disminuidos estadisticamente
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significativos de IL-10 en vacas infectadas con LP mientras que las vacas sin LP
muestran valores elevados de esta citocina. Como se mencion6 anteriormente, el
incremento en la expresion de IL-10 se ha asociado con estadios tardios de la
infeccion (Pyeon et al., 1996) por lo que la falta de consenso podria estar
relacionada tanto con la progresion de la enfermedad en el momento del muestreo o
con la severidad de la infeccidn y/o prevalencia de la enfermedad en el hato
afectado.

No obstante, los resultados del presente estudio en conjunto con los obtenidos por
los diferentes autores son compatibles con una regulacion de la respuesta mediada
por las células Th que conduce a una inmunosupresion debida a una fuerte
inhibicion tanto de la respuesta Th1 como de la Th2. Lo anterior puede estar
mediado por los LB infectados cuyo fenotipo IgM* CD5" es similar al descrito para
los LB reguladores (Breg) las cuales regulan la diferenciacion de LT reguladores
(Treg) (Figura 16).

Regulatory B cells
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Regulatory T cells

Figura 16. Células reguladoras B y T. Células Tr1, Th3, y T reguladoras
(Treg) producen IL-10 y / o TGF-B, y expresan Foxp3. Las células B
también producen IL-10, TGF-B, y Foxp3; éstas se denominan células Br1,
Br3, y B reguladoras (Breg). Asi, el sistema de células B parece ser una

imagen de espejo del sistema de células T (Noh& Lee 2011).

Bajo este nuevo concepto, considerando la informacion recabada hasta el momento
acerca de los efectos de la infeccion por el VLEB sobre el sistema inmune y que
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conducen al desarrollo de linfoma, se propone que la expansion policlonal de LB
IgM* CD5" promueva un enriquecimiento de células Breg, potencialmente Br1 las
cuales al secretar IL-10 inducen la diferenciacion de Tr1 secretoras de IL-10,
explicando los incrementos de esta citocina descritos en vacas infectadas con LP”.
Probablemente, durante la progresion de la LEB y/o en enfermedad severa, las
células Br1 inducen la diferenciacion de Treg, retroalimentando negativamente la
secrecion de IL-10 (Noh& Lee 2011). Lo anterior conduce a la disminucion de la IL-
10 lo cual esta acorde con los resultados del presente estudio y los decrementos
descritos por Amills, et al., (2002) en vacas con LP*. Por otro lado, la induccion de
Treg puede estar mediada por TGF-B, secretada a partir de células Br3 presentes

por la expansion policlonal inducida por la infeccién por vLEB (Figura 17).
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Figura 17. Papeles reciprocos de células B y T reguladoras. La IL-
10 proveniente de células BR1 y Tr1 induce a las células Tr1 y Treg.
TGF-B producido por las células Th3 y Br3 induce a las células

Treg, que luego actuan para suprimir células BR1 (Noh& Lee 2011)

Dicha hipétesis puede ser comprobada mediante estudios posteriores de marcaje y
selecciéon de LB y LT por citometria de flujo con la finalidad de determinar las

subpoblaciones de Breg y Treg presentes en la infeccion por el vLEB.
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Por otro lado, los resultados obtenidos hasta el momento, sugieren que las vacas
del grupo no infectado presentan una inmunidad superior puesto que la expresion de
las citocinas evaluadas fue mayor. Debido a que a la IL-12 es primordial en la
promocion de respuestas Th1 y el principal inductor de secrecion de IFNy por
células Th1 (Gately et al., 1998) y que la presencia de INFy es relevante en la
resolucion de la infeccion (Yakobson et al., 2000), la alta expresion estadisticamente
significativa de IL-12 observada en este grupo es compatible con la induccion de una
considerable secrecién de IFNy, a pesar de que en este estudio el alto nivel de
expresion de esta citocina no haya sido significativo.

Uno de los principales factores de resistencia a la LEB descritos es la presencia de
alelos del Complejo Principal de Histocompatibilidad bovino también conocido como
BoLA (del inglés bovine leucocyte antigens), tomando como base la ausencia de LP
(van Eijk, et al., 1992; Xu, et al., 1993, Gilliespie, 1999). Entre los genes mas
estudiados del BoLA se encuentra el gen BoLA-DRB3 para el que se han descrito
alrededor de 100 alelos. La caracterizacion de los alelos del BoLA-DRB3 se basa en
el andlisis de la region de reconocimiento del antigeno, mostrando una correlacion
entre la presencia de ciertos alelos con resistencia a la LEB (Zanotti et al., 1996).
Forletti et al., (2013) describe que animales infectados por el VELB con una baja
carga viral y que presentan el alelo BoLA-DRB3.0902 no transmitieron la
enfermedad de manera natural a animales libres de ella. El alto grado de
polimorfismo observado en el locus del BoLA-DRB3.2 puede ayudar a la
identificacion de haplotipos de resistencia a LEB en la poblacién experimental del
presente estudio, ya que las moléculas del MHC clase Il son responsables de las
diferencias entre los individuos en la respuesta inmune a los agentes infecciosos
(Behl et al., 2007).
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11. CONCLUSIONES

La presencia de LP tiene una relacion directamente proporcional con la
presencia de titulos altos de anticuerpos en las vacas infectadas por vLEB.

El grupo VLEB/LP® presentd hallazgos sugestivos de una proliferacion
policlonal de LB ya que se observaron altos titulos de anticuerpos.

Los grupos de vacas infectadas mostraron cambios compatibles con
inmunosupresion debido una baja expresién de citocinas.

En conjunto, los resultados sugieren que la expansion policlonal de LB
promuevan una supresion de la respuesta inmune, posiblemente por la
presencia de células Breg.

El grupo de vacas no infectadas presenté una mayor respuesta inmune con
base a la expresion de citocinas, indicativo de una competencia inmune
superior. En este grupo, los rasgos sugestivos de resistencia a la LEB pueden
estar relacionados a una induccion de secrecion de IFNy mediada por IL-12.
El desarrollo de estudios posteriores de gPCR para la deteccién de alelos de
resistencia en las vacas negativas del presente estudio pueden ser de gran
utilidad.
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