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INTRODUCCION

La inmunodeficiencia causada en la especie humana por el lentivirus HIV es bien
conocida. En especies como la humana (Dudhane et al., 1996; Legendre et al.,1998)
y la felina (Shimojima et al., 2004) existe una relaciéon entre la infeccion y la
expresion de las moléculas coestimuladoras. Ademas, en el ganado caprino
infectado con el lentivirus de la artritis encefalitis caprina (VAEC), los animales que
presentan una sintomatologia clinica parecen mostrar una menor respuesta
linfoproliferativa, y una menor respuesta Th1 (menor producciéon de IFN-y),
aumentando la Th2 (mayor produccion de anticuerpos frente a antigenos vacunales
y mayor produccién de IL-4 e IL-5; Farifias y Zorrilla, 2002). Sin embargo, la posible
inmunodeficiencia causada en ovinos por el virus Maedi Visna (VMV), homélogo
entre otros a los virus VIH humano y VIF felino y del grupo genético de VAEC (Shah
et al., 2004), se halla todavia en vias de estudio, habiéndose constatado hasta la
fecha una supresion de la produccién de anticuerpos IgG2 frente a este virus en
animales infectados por el mismo (Bird et al., 1995). En este estudio, se determina la
respuesta linfoproliferativa frente a las proteinas del VMV y se inicia el estudio de la
expresion de las moléculas coestimuladoras, previamente identificadas (Terzo et al.,
2005), en ovinos con distintas formas clinicas de Maedi Visna.

MATERIAL Y METODOS

Origen y preparacion de muestras. Se utilizaron 49 ovejas de la raza Rasa
Aragonesa: 12 seropositivas al VMV asintomaticas, 30 seronegativas (control) y 7
con afeccion clinica pulmonar y/o artritica. Asimismo, se utilizaron 4 ovejas de la
raza Assaf con sintomatologia clinica nerviosa (2) o pulmonar (2). En los animales
con afeccién clinica, ademas del examen macroscoépico articular, pulmonar y/o del
sistema nervioso central se detecto, por inmunocitoquimica y/o por PCR del tejido, la
positividad al VMV. Las células mononucleares sanguineas (PBMCs) se aislaron por
flotacion (Ficoll-Hypaque, d = 1,077; Lymphoprep) a partir de sangre con EDTA
tripotasico, para ensayos de PCR y con heparina para ensayos de linfoproliferacion.
La extraccion de DNA se realizé a partir de PBMCs (QUIAamp DNA blood mini kit,
Qiagen).
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Ensayo de linfoproliferacion. Se distribuyeron 10° PBMCs por pocillo en RPMI
(GIBCO) conteniendo 10% de suero fetal bovino (GIBCO) con betamercaptoetanol
(Roche) 5x10° M, que fueron enfrentados a 50, 25, 12 y 6 ug/ml de p14, p25y p17,
proteinas recombinantes del VMV, elaboradas en el marco del proyecto EU QLK2-
CT-2002-00617. En el mismo ensayo, también se enfrentaron los PBMCs a sus
respectivos controles de preparaciones proteicas (Mock). Las reacciones se
realizaron por cuadruplicado. Tras cinco dias de incubacién, se marcaron los PBMCs
con 1uCi/pocillo de Timidina tritiada (Amersham) y se obtuvieron los indices de
estimulaciéon (IE) dividiendo las cpm obtenidas en el contador beta, para cada
proteina a cada dilucién, por las obtenidas en su mock correspondiente. Como
control positivo de proliferacion se utilizé Concanavalina A (ConA) (Sigma) y como
control negativo RPMI con betamercaptoetanol y suero fetal bovino al 10%. Como
control positivo de reaccion frente a las proteinas Gag del virus, se utilizdé una oveja
muy respondedora a ellas en el test de linfoproliferacion. Resultados con IE por
encima de 3 se consideraron positivos.

Determinacion de los niveles de CD80. Siguiendo el procedimiento llevado a cabo
por Terzo et al. (2005), se extrajo el RNA, se realizé una RT-PCR para elaborar el
cDNA y seguidamente 2 PCRs, una para el gen constitutivo y otra para CD80. A
continuacion, se realizé una electroforesis, constatdndose las diferencias de
expresion de CD80.

ELISA. Se determiné la seropositividad al VMV utilizando el test ELISA Elitest (MV
Diagnostics).

PCR. El VMV en sangre se detecté por PCR de la region Gag p17-p25 (amplicones
de 480-500 nt), utilizando cebadores generados en el proyecto EU CRAF-1999-
70356 y por Rimstad et al. (1993), y de la region LTR (amplicones de 281 a 325 nt),
segun metodologia de Extramiana et al. (2002) y utilizando cebadores de Sonigo et
al. (1985).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos de linfoproliferacion. En todos los casos clinicos analizados, se observo
una respuesta linfoproliferativa especifica muy baja (por debajo del umbral de
positividad (Tabla 1). Ninguno de dichos animales mostré positividad al ensayo de
linfoproliferacion en ninguna de las diluciones antigénicas, y sus IE oscilaban entre 0
y 1,96. Los IE obtenidos para los restantes animales se hallaban entre 10 y 107. Asi,
los IE obtenidos en animales seropositivos sin sintomatologia clinica y los animales
libres de VMV fueron muy superiores. También lo fue la reactividad frente a las
proteinas testadas (P <0,05), con una sola excepcion, la proteina p17, al comparar
los grupos “seronegativos” y “clinicos” (P >0,05). En su conjunto, estos resultados
indican una “inmunodeficiencia”, no descrita hasta el momento, en el sistema inmune
de ovinos afectados (con independencia de la forma clinica). Estos resultados son
compatibles con los obtenidos por Farifias y Zorrilla (2002) en VAEC, cuando
observan inhibicion de la proliferacion en cabras clinicamente afectadas con VAEC.

Expresion de la molécula coestimuladora CD80. En 3 de las 4 ovejas con
afeccion clinica pulmonar y/o nerviosa en las que se estudio la expresion de CD80
por RT-PCR, se observo que dicha expresion fue deficiente, mientras que fue normal
en el animal utilizado como control, carente de sintomas clinicos y reaccionante en
linfoproliferacion (Fig. 1). Estos resultados, aunque muy preliminares, sugieren que
la expresion de CD80 podria estar alterada en algunos animales afectados, y serian
compatibles con las observaciones en HIV de Dudhane et al. (1996) para la menor

- 856 —



expresion de CD80 en monocitos infectados, y de Legendre et al. (1998) para la
mayor respuesta Th2 asociada a la disminucion de CD80.

Tabla 1. Porcentaje y proporciones de positividad (superando un
umbral de indice de estimulacion IE = 3) en el ensayo de
linfoproliferacion al enfrentar antigenos Gag del VMV con
PBMCs procedentes de animales seronegativos, seropositivos
sin sintomas clinicos y seropositivos clinicamente afectados.

Porcentaje y proporcién (positivos/testados) de
animales con respuesta linfoproliferativa (IE >3)

Proteina
Seronegativos Seropositivos  Seropositivos
no afectados afectados
clinicamente clinicamente
33 75 0
p25 (10/30) (9112) (0/11)
23 71 0
p17 (5/22) (5/7) (0/11)
45 100 0
p14 (10/22) (5/5) (0/11)

Fig. 1. Ejemplo ilustrativo de la inhibicion de la
expresion de la molécula coestimuladora CD80 en 1 2 3 4 5 6
dos animales seropositivos clinicamente afectados
(calles 1, 4 y 2, 5) y expresién normal en un animal sin
afeccién clinica y con respuesta en linfoproliferacién

(calles 3, 6) frente a los antigenos Gag de VMV. -~ -_— _—éfl]))])slg
Calles 1, 2 y 3: Producto amplificado del gen GAPDH. —
Calles 4, 5, y 6: Producto amplificado del gen CD80. *
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