INFECCION IN VITRO DE CELULAS DEL TIPO ENDOTELIAL
POR EL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA (VLB)
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{1991) encontraron provirus VLB
integrados al genoma de células
que dadas sus caracteristicas co-

den a células i

centrifugaron a 250 x g por 10
minutos a 4°C. Finalmente, las cé-
lulas se resuspendieron en medio
de imi M199 con 20% de

(VLB) es un i doa
Ia leucosis bovina enzoética que
infecta principalmente a los linfo-
citos B. Rovnak et al (1991) en-
contraron provirus VLB integra-
dos al genoma de células que
dadas sus caracteristicas corres-

de venulas poscapilares. Diferen-
tes sistemas de cultivo celular han
mostrado ser de utilidad para la
propagacion /n vitro del VLB, prin-
cipalmente cultivos primarios de
linfocitos periféricos de ganado
inf do, lineas linfo-

ponden a células i de
venulas poscapilares. En el pre-
sente trabajo, se normaliz6 un cul-

blastoides y otras lineas celulares
de origen bovino y ovino, entre las
que la FLK-VLB. Con es-

tivo primario de células endoteli

les de aorta bovina, que posterior-
mente fue infectado por coculti-
vacién con linfocitos provenien-
tes de una vaca con linfocitosis
persistente. La infeccién fue com-
probada por medio de la produc-
cién de antfgeno viral, y la visua-
lizacién de sincitios formados a
partir de las células infectadas.

tos antecedentes el objetivo ge-

SFB, se sembraron sobre frascos
de cuitivo celular Corning T25 y se
incubaron a 37°C. Cuando las cé-
lufas alcanzaron la confluencia, se
subcultivaron en proporcién 1:2
por medio de un raspador celular.

Infeccién del Cultivo Primario
de Células Endoteliales de Aorta
Bovina con el VLB

Los de infeccién se

celular FLK fue concentrado por
ultracentrifugacién a 100.000 x g
durante 90 minutos. EI “pellet”
viral se resuspendié en 1 ml de
medio MEM con 10% de SFB, y
se filtr6 a través de una membra-
na de 0.45 para asf obtener las
partlculas virales libres de células.
La monocapa de células endote-
liales se lavé con PBS vy el virus se
sembré e incubé por 90 minutos.
Finalmente, se completé con me-
dio M199 con 10% de SFB (Diglio
& Ferrer, 1976).

neral de este trabajo fue pi
un modelo de células endoteliales
para el estudio in vitro del virus de
la leucosis bovina.

METODOLOGIA

islami y Cultivo de Células

Esta st e v vy
dad de las células endoteliales en
cultivo a la infeccién por VLB,
apoya los resultados de Rovnak et
al (1991), y genera un nuevo mo-
delo celular para el diagnéstico y
el estudio de la biologia y patolo-
gla del VLB. Ademé&s, también
puede ser usado como modelo
para el estudio de impor- tantes
retrovirus humanos relacionados.

INTRODUCCION

El virus de la leucosis bovina

Endoteliales de Aorta Bovina

Se realizé por medio de la téc-
nica de disgregacién celular me-
céanica (Ryan & Maxwell, 1986).

Y
realizaron entre los pasajes 3ero
y 4to del cultivo de células endo-
teliales de aorta bovina. Para la

Produccion de Antigeno Viral

Se procesé antigeno a partir
del sobrenadante de células endo-
teliales Itivadas con los linfo-

infeccién las células se
ron a linfocitos provenientes de
una vaca con linfocitosis persis-
tente (los valores hematolégicos
fueron suministrados por el Dr.
Jorge Almansa, ICA-CEISA) y a
particulas virales libres de células
obtenidas de la linea celular FLK.

La sangre de la vaca con linfo-

Se trajeron 3 juegos de
de la planta de sacrificio de la Uni-
versidad Nacional (ICTA). Bajo
una céamara de flujo laminar, la
preparacién se limpié con etanol
al 70%. Luego las arterias se di-
sectaron dejandolas libres de teji-
do conectivo y se lavaron varias
veces en solucién salina Puck G.
Las aortas se dejaron 30 minutos
en agitacién lenta y a 4°C en una

lucién salina Puck G que conte-

(VLB) es un a
la Leucosis Bovina Enzoética. El
VLB principalmente infecta linfo-
citos B, sin embargo dultimamente
se ha demostrado que los linfoci-
tos TCD8+ y CD4 + (Stottet al,
1991) y los monocitos (Heeney et

nfa 3 veces la concentraci6n nor-
mal de antibiéticos. En seguida,

citosis p

a VLB, asf como la de una ternera
seronegativa a VLB, se colectd
sobre tubos hepari izados, y se
sirvi6 sobre un gradiente Histopa-

citos, de la linea celular FLK (con-
trol positivo), y de células endo-
teliales que no habian sido trata-
das (control negativo).

Las células siempre se mantu-
vieron en medio con 10% de SFB.
Se coseché el 70% del sobrena-
dante celular cada 48 horas du-
rante 11 a 13 dfas. La linea celular
FLK, antes de la cosecha, fue so-
metida a tres pasajes sucesivos
cada 48 horas.

El sob d: celular cose-

que 1.077 (Sigma) y se
a 1000 x g por 25 minutos. La
banda nubosa correspondiente a
las células mononucleares se co-
lecté y lavé en medio MEM con
10% de SFB. Finalmente, se reali-
26 un conteo celular y se sembra-
ron 2.6 x 10° células mononu-
cleares sobre cada monocapa

chado fue procesado segun Mari-
fio et al (1981). Se clarificé por
centrifugacién a 4500 x g por 20
minutos, y luego se precipité con
sulfato de amonio (30 g/100 mi,
18 horas, agitacién lenta, 4°C). El
precipitado se obtuvé por centri-
fugacién a 10.500 x g durante 40

i Yy se di6 en

los vasos se di dejando el
lumen arterial expuesto. Se raspé
suavemente la superficie luminal
con un bisturl No. 10. Las células

al, 1992)

en fl ia. El co-
cultivo se incub6 durante 24 ho-
ras a 37°C.

son bl na- se en tubos con Por otro lado, 100 ml de so-
turales para el virus. Rovnak et al medio M199 con antibiéticos y se b d do de la linea
Bislogo, | Nacional de Colombia y del Postgrado en Salud y

Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia.
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agua destilada en un volGmen
equivalente a 1/20 del inicial. El
precipitado se dejo estabilizar du-
rante 24 horas a 4°C. Las sales
fueron eliminadas por diélisis con-
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tra solucién salina (0.85%) duran-
te 18 a 24 horas en agitacién len-
tay a 4°C. El dializado se clarificé
a 2500 x g por 18 minutos. El
antigeno se concentré por ultrafil-
tracién (Amicon XM50) hasta ob-
tener un volumen cercano al 1%
del inicial. Los antigenos fueron

dos a sueros positi! Yy
negativos de campo en la prueba
de inmunodifusién doble en gel de
agarosa.

Visualizacién
de la Formacién de Sincitios

Las células endoteliales que
habfan sido cocultivadas con los
linfocitos provenientes de la vaca
con linfocitosis y las que habfan
sido incubadas con las particulas
virales libres de células, asf como
las células endoteliales que ha-
bfan sido cocultivadas con los lin-
focitos de la ternera seronegativa
y células que no hablan sido tra-
tadas, fueron sometidas a la co-
loracién de Giemsa para la visua-
lizacién de sincitios.

Las células se lavaron tres ve-
ces con PBS pH 7.2 y se fijaron
con metanol absoluto durante
unos 2 minutos. Se dejaron secar
Y se les agregé el colorante de
Giemsa durante 5 minutos. Se
descarté el colorante y se lavé va-
rias veces con agua destilada. Se
contaron 800 células por cada
frasco de cultivo, y se considera-
ron como sincitios a aquellas cé-
lulas que posefan § o més nucleos
(Diglio y Ferrer, 1976).

RESULTADOS

Cultivo de Células Endoteliales
de Aorta Bovina

A partir de una disgregacién
celular mecdnica de la mayor can-
tidad posible de tejido vascular
{tramos de aorta entre 25-30 cm
de largo), acompafiada por un

celular), se logré un cultivo de cé-
lulas endoteliales de aorta bovina
que se mantuvé durante 8 meses
¥ 20 pasajes.

Este cultivo primario de célu-
las endoteliales se mantuvo tanto
en presencia de CO2 como en au-
sencia de CO2. Y en ambos siste-
mas mantuvieron las caracteristi-
cas tipicas de las células endote-
liales en cultivo como son: la pre-
sencia de una morfologla adoqui-
nada (Figura 1), conservacién de
racimos celulares a pesar del fuerte
a4 A P N

FIGURA 1. Células Endoteliales de Aorta Bovina en confluenci
(objetivo 4X).

tasa de proliferacién celular (pe-
rlodos de 2 semanas entre subcul-
tivo y subcultivo (Ryan & Max-
well, 1986), y la produccién de
un factor alterante de la morfolo-

lado, se ha encontrado una maxi-
ma cantidad de antigeno a partir
de linfocitos a 72 horas de cultivo
en presencia de SFB (Singh et al,
1988). Y también, por medio de

gla celular que por sus t
ticas se atribuye a la produccién
y secrecién de componentes de la
matriz extracelular (ver abajo).

Produccién de Antigeno Viral

Se implementé una metodolo-
gfa para la produccién de antigeno
viral diferente a la anteriormente
descrita por Marifio et al {1981) y
utilizada por Nifio (1992). En es-
tos trabajos se cosechaba el so-

de células
das en ausencia de SFB durante
8 dfas. En la nueva metodologla
el medio de crecimiento celular se
suplement6 con 10% de SFBy se
cosechd cada 48 horas,

han encontrado que el perfodo de
més alta produccién de proteina
viral (gp51 y p24) para la linea
celular FLK esta entre las 20-44
horas de inbcubacién (Roussev et
al, 1993).

Formaci6n de Sincitios

La capacidad descrita por Di-
glio & Ferrer (1976) del VLB para
inducir la formacién de sincitios
sobre algunas células fue utilizada
para evaluar la susceptibilidad de
las células endoteliales a la infec-
cién por el virus.

El efecto citop4tico encontra-
do en las células endoteliales in-
fectadas por cocultivacién con
linfoci P células multi-

El viral p ido por

con 5 y hasta 20 nu-

las células
das con linfocitos infectados, de-
bié concentrarse hasta obtener
un rendimiento final del 0.5%
para gue formara linea de precipi-
tacién en la prueba de inmunodi-
fusién doble en gel de agarosa.

Las células endoteliales usa-
das fueron positivas a la prueba

do un rendimiento en la produc-
cién de antigeno viral del 1% para
lalinea celular FLK, que contrasta
con el 0.4% descrito por Nifio
(1992).

Este hallazgo se explica sl se
considera que el VLB se encuen-
tra en un estado represado en las
células in vivo, pero en cultivo se

deiil i directa para
|a deteccién del virus de |a diarrea
viral bovina (VDVB). Sin embargo
en trabajos con la linea celular FLK,
también contaminada con VDVB,
se ha demostrado que esta doble
infecccioén no interfiere en las prue-
bas serolégicas para VLB a partir
del antigeno producido de esta -
nea celular (Graves & Jones,
1981; Ramirez, 1995). Ademss,

cleos. Muy eventualmente apare-
cié una vacuolizacién tanto en las
células multinucleadas como en
las células mononucleadas senci-
llas, hecho que concuerda con la
descripcién de Diglio & Ferrer
(1976).

En algunas células sincitiales
los nucleos se encontraban for-
mando anillos alrededor de! cito-
plasma (Figura 2). Esta caracterfs-
tica también se encontré, cuando
infectaron células endoteliales de
vena umbilical humana con el vi-
rus tipo | de la leucemia de las
células T humanas (VLTH-I), em-
parentado con el virus de la leu-
cosis bovina (Ho et al, 1984).
Como este efecto no habla sido
descrito en la fi i6n de sinci-

de ARN viral, proteinas virales y
partfculas virales. Se ha mostrado
que la presencia de SFB aumenta
enormemente la expresién de
VLB en cuttivos a corto término
de linfocitos de sangre periférica
(4 i ot al, 1992). Por otro

P! baja
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afecta la induccién de la
formacién de sincitios por VLB
(Graves & Jones, 1981).

tios por VLB (Diglio & Ferrer,
1976: Graves & Jones, 1981), se
podrfa sugerir que este efecto ci-
topético particular puede ser el re-
sultado de una interaccién entre
tas células endoteliales y retrovi-
rus como los VLB y VLTHs.
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FIGURA 2. Efecto citopatico ocasionado por VLB. Célula sincitial en la que los nicleos se encuentran confor-
mando un anillo alrededor del citoplasma. Coloracién de Giemsa (10X).

radiales

Se observé unii pro-
gresivo, comparando las células
antes de subcultivar y durante los
pasajes 1, 2 y 3 poscocultivo, en
el porcentaje de la formacién de
sincitios (4, 8, 8.5 y 9.5%, res-
pecti . Este i
habla sido reportado, pero de una
forma més notable (hasta 30%)
(Diglio & Ferrer, 1976).

Las células endoteliales, que
fueron incubadas con las particu-
las virales libres de células, cuan-
do se les realiz6 la coloracién de
Giemsa a los 17 dfas posinocula-
cién, no revelaron formacién de
sincitios. Este hecho puede ser

por la ha afinidad
que tienen estos virus por las cé-
lulas, y por la ausencia de particu-
las virales libres in vivo. Por otro
lado, en trabajos anteriores, las
células son tratadas con DEAE-
dextran antes de la inoculacién
con partlculas virales libres de cé-
lulas concentradas por ultracen-
trifugacién a 100.000 x g (Diglio
& Ferrer, 1976; Graves & Jones,
1981). EI DEAE-dextran es un
agente quelante que favorece la
expresi6n de los receptores celu-
lares y aumenta la respuesta sin-
citial temprana por lo menos 5 ve-
ces (Graves & Jones, 1981).

Alteraciones Morfolégicas de las
Células Endoteliales en cultivo

Se presenté una morfologla

que se originan en el cuerpo de las
células y difusamente se pierden so-

24 horas después del cocultivo
con linfocitos de sangre periférica
(60-90% aprox.), inclusive en una
celular que nunca ha-

bre el espacio ,
un aspecto similar a las células de
origen nervioso (Figura 3).

Este efecto “dendrita” apare-
ci6 alrededor del dfa 60 de cultivo
en algunas monocapas celulares
en proporcién muy baja (1-30%
aprox. de la monocapa celular),
pero se incrementd fuertemente

bla presentado tal efecto. Esta al-
teracion morfolégica se redujo a
proporciones intermedias a las 72
horas poscocultivo y durante los
siguientes dfas fluctud inconstan-
temente, hasta que practicamen-
te desaparece.

El efecto se observé tanto 24
horas después de los cocultivos
con linfocitos de la vaca infectada
con VLB, aunque a un grado lige-
ramente superior, como en el co-
cultivo con linfocitos de la ternera
seronegativa a VLB.

La alteracién morfolégica mas
comunmente reportada, es la de
células endoteliales bipolares dis-
tribuidas en estructuras tubulares
que conforman una malla de cor-
dones celulares (angiogénesis in
vitro). Se ha descrito cuando las
células endoteliales son cultiva-
das sobre proteinas de matriz ex-
tracelular suministradas exégena-
mente, o de forma esponténea,
principalmente en cultivos de cé-
lulas endoteliales a largo término,
con una asociacién a retraccién
de la monocapa celular con sub-

f i6n de
ras tubulares y secrecién de pro-
telnas de matriz (Vernon et al,
1992).

Las células endoteliales de
aorta bovina en cultivo, normal-
mente sintetizan y secretan prin-
cipalmente colageno tipo lily VIII,

b dina v
SPARC (una protelna asociada
con morfogénesis y cambios en
forma celular) (Sage et al, 1980).

Montesano et al (1985) obser-
varon que al incubar células endo-
teliales de vena umbilical humana
con linfoquinas, las células asu-

de células

con células

FIGURA 3. i mor

del

(“efecto ). Notése

celular alterad i por
una forma estrellada, con prolon-

30

por p

que a las 72 horas poscocultivo, aun quedan algunos pocos linfocitos (objetivo 4X).

REVISTA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA



men una forma ahusada y fibro-
bléstica (entre las 48 y 120 ho-
ras), y en baja densidad celular la
morfolégia varfa de muy elongada
a dendritica. La morfologfa den-

DISCUSION

La susceptibilidad y per isibi-

nes naturales, a partir de la con-
frontacién de células mononu-
cleares de sangre periférica de in-
divid h con las

dad de las células i de
aorta bovina en cultivo fue de-

dritica se car iza por
s0s procesos citoplasmaéticos que
se extienden lateralmente del

por medio de la produc-
cién de antigeno viral y la forma-
cién de sincitios de células
i Itivadas con lin-

cuerpo de la célula, iénd
los de un extremo con los del otro.
Todo esto acompariado por la pre-
sencia de una matriz pericelular
altamente organizada que contie-
ne glicosaminoglicanos como
constituyente principal.

McGuire & Orkin (1987) al cul-
tivar células endoteliales de aorta
de rata sobre una matriz de Vitro-
gen (coldgeno tipo ), las células

dqui morfologl; llad!
y bipolares que crecen en una for-
ma aleatoria. Sin embargo, en
otro trabajo al cultivar células en-
doteliales de aorta bovina sobre
una matriz de Vitrogen bajo con-
diciones similares, las células

das o forman mallas de cordones

focitos de sangre periférica de
una vaca con linfocitosis persist-
ente y seroreactiva a VLB. Este
resultado apoya a Rovnak et al
(1991), que encontraron la pre-
sencia de provirus VLB y altos ni-
veles de los ARNm especfficos del
virus en células del tipo endotelial
in vivo, y propusieron a las células
endoteliales como blanco natura-
les del VLB. Asl, se constituye un
nuevo modelo celular para el es-
tudio del VLB, que podra tener
trascendencia tanto a nivel diag-
néstico, como a nivel del estudio
de la biologla y patologla de este
agente viral.

Este modelo celular podra ser

células endoteliales. Este sistema
puede también ser usado como
prueba serolégica, por medio de
la inhibicién en la formacién de
sincitios.

Una caracteristica importante
de este modelo celular es su dura-
bilidad (cerca a 8 meses), ademas
que en un futuro existe la posibili-
dad de la transformacién, y asf ob-
tener una linea celular permanente
productora de antigeno VLB.

La participacién de las células
endoteliales en la infeccién natu-
ral por VLB genera varios plantea-
mientos. Primero que todo, ya
que se encuentra cubriendo su-
perficies externas o internas, el
epitelio se constituye como can-
didato principal para ser la barrera
de entrada del virus al orgdnismo.
También, se ha propuesto que la

presién viral in vivo nunca ocu-

usado en el diagnéstico de la leu-
cosis bovina enzoética, siendo
una alternativa en la produccién

(Vernon et al, 1992).

Aunque diferentes tipos celu-
lares pueden utilizar a la matriz
1 de fuentes
para alterar su morfologfa, no hay
reportes que otros tipos celulares
dif a las células
les vasculares puedan organizar la
matriz extracelular sintetizada en-
dogenamente, para usarla como
molde en la conformacién de mor-
fologias alteradas (Vernon et al,
1992).

DIGLIO, C. A. & FERRER, J. F.
1976. Induction of syncytia by
the bovine C-type leukemia vi-
rus. Cancer Res. 36:1056-
1067.
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1981. Early syncytium forma-
tion by bovine leukemia virus.
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V.E.O. 1992, Evidence for bo-
vine leukemia virus infection
of peripheral blood monocytes

de g viral, que debido a la
naturaleza primaria del cultivo,
puede conducir a la obtencién de
un antfgeno viral VLB libre de con-
taminantes virales como VDVB,
como ocurre en la actualidad con
la linea celular productora de an-
tigeno FLK-VLB. Ademds, hay
que tener en cuenta que este an-
tigeno viral proviene de cepas de
campo.

La sensibilidad de las células
endoteliales a la formacién de sin-
citios por VLB, genera un método
de evaluaci6n directa de infeccio-

rre en los linfocitos infectados cir-
culantes en sangre periférica,
pero sf en las células localizadas

tos T citotéxicos (CD8 +), tenien-
do en cuenta que la presencia de
péptidos de la clase Il del Comple-
jo Mayor de Histocompatibilidad
es regulada positivamente en las
células endoteliales durante una
infeccién, dandoles una caracte-
ristica de célula presentadora de
antigeno, y que los linfocitos T
CD8 + matan particularmente los
linfocitos B productores de VLB
que expresan péptidos de la clase
It (Mager et al, 1994).

Las células endoteliales, tam-
bién podrfan servir como reservo-
rios del virus para posteriormente
propagarlo a otras células blanco
como los linfocitos y/o los mono-
citos, y asl ayudar a la dispersién
del virus por el organismo.

De acuerdo a la filogenia de
este virus, también se constituye
como un modelo aplicable al es-
tudio de la biologla y patologfa de
otros retrovirus relacionados
como VLTH-1, VLTH-2, y VIH-1.

Finalmente, se hipotetiza que
la alteracién morfolégica encon-
trada es el producto de la sintesis

en ciertos tejidos (Z i ot al,
1992). Entonces, dada su localiza-

Yy i6n de dela
matriz extracelular por las células
i Itivad; Y que

cién sobre los tejidos Yy
linfoides, las células endoteliales
podrl(an jugar algun papel en la res-
puesta de anticuerpos que se sos-
tiene durante todo el tiempo de la
infeccién persistente, a pesar de la
ausencia de particulas virales libres
y de la muy baja expresién viral
reportada.

Por otro lado, las células endo-
teliales infectadas por VLB po-
drfan ser blancos para los linfoci-
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FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA
LABORATORIO DE NUTRICION ANIMAL - GUIA DE SERVICIOS

ANALISIS BROMATOLOGICOS:

CALCIO
CENIZAS

DIGESTIBILIDAD IN VITRO (EN FLUIDO RUMINAL)
EXTRACTO ETEREO

FIBRA DETERGENTE ACIDA FDA
FIBRA DETERGENTE NEUTRA FDN (PAREDES CELULARES)

FIBRA CRUDA
FOSFORO
HUMEDAD

PROTEINA CRUDA (Nx 6.25)

INFORMES: T 368 1294

$ 8.200.00
$ 3.000.00
$ 23.400.00
$ 8.700.00
$ 9.300.00
$ 9.300.00
S 7.800.00
S 8.200.00
$ 3.100.00
S 7.400.00
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