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RESUMEN

Se desarrollé un cultivo primario de macrdfagos alveolares ovinos, para el estudio de la infeccion expe-
rimental in vitro, con diferentes cepas del Virus Parainfluenza-3 (VPI-3) aisladas de bovinos y ovinos con
enfermedad respiratoria. Mediante tinciones de Hematoxilina/Eosina y técnicas inmunohistogquimicas indi-

rectas (Inmunoperoxidasa e Inmunofluorescencia) se caracterizaron los efectos citopdticos virales. Se com-

probé la capacidad de ambas cepas del VPI-3 de infectar las principales células de defensa del tracto

respiratorio ovino, discutiéndose sus implicancias diagndsticas, patologicas y epidemioldgicas.
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INTRODUCCION

El virus parainfluenza tipo 3 (VPI-3) afecta a
animales y al hombre. Se asocia a cuadros de in-
fecciones locales del tracto respiratorio que a me-
nudo son subclinicos, excepto cuando se complican
con bacterias secundarias oportunistas, donde la
neumonia y muerte suelen ser los desenlaces de la
enfermedad (Cutlip, y col., 1993).

Se han caracterizado cepas del VPI-3 (huma-
nas y bovinas) demostriandose una estrecha rela-
ci6n antigénica entre ellas, mediante estudios con
anticuerpos monoclonales (AcMos) y andlisis de
secuenciacién de aminoacidos (Coelingh y
col.,1987). Las especies ovinas y caprinas también
son afectadas por este tipo viral, habiendo sido ca-
racterizadas antigénicamente algunas de las cepas
actuantes. Los estudios comparativos con AcMos
de tres aislamientos de diferentes especies anima-
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les demostraron que existen proteinas que compar-
ten epitopos, mientras que otros no reaccionaron
con ninguno de los anticuerpos utilizados (Bagnis,
1997).

Una de las barreras de defensa mds importantes
en el huésped son los macréfagos alveolares que
cumplen un rol fundamental frente a infecciones del
tracto respiratorio inferior, participando en la elimi-
nacioén de agentes patégenos mediante procesos de
fagocitosis y mecanismos bactericidas. Por otro
lado, como células presentadoras de antigeno, co-
laboran en el establecimiento de la respuesta inmu-
ne. Estas facultades pueden verse alteradas frente
a infecciones con el VPI-3, impidiendo el desarro-
llo de eventos bactericidas, funciones de recepto-
res, fagocitosis, fusién fagosoma-lisosoma y
capacidad de presentacién antigénica, entre otras
(Martin, 1997).

Las proteinas virales son degradadas dentro de
los lisosomas del macréfago, generdndose polipép-
tidos. Estos polipéptidos derivados del virus, de-
nominados antigenos, son expresados en la
superficie celular asociados con moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH).
De esta manera, este complejo es reconocido por
un linfocito T colaborador (LTh), el cual es capaz
de activarse secretando linfoquinas responsables
de la migracién de leucocitos adicionales y actdan
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ademd4s como factores de crecimiento de células
T (Interleukina-2).

El linfocito T citotéxico (LTc) virus-especifico
se une al macréfago, el cual expresa receptores de
alta afinidad para IL-2. La IL-2 secretada por LTh
se une a receptores de alta afinidad en LTc, el cual
eventualmente prolifera y es capaz de matar las cé-
lulas infectadas por el VPI-3. Las moléculas del
CMH expresadas en las células infectadas actian
como un codigo, guiando la célula T hacia el blan-
co, permitiendo que la célula afectada sea diferen-
ciada de otros tejidos no infectados por el virus. De
esta marnera, la célula efectora activa un programa
de “suicidio end6geno” en el macréfago infectado,
produciéndole la muerte por mecanismos de apop-
tosis (Duke, 1991).

Debido a que los macréfagos alveolares son con-
siderados esenciales en los mecanismos de defensa
especificos contra las infecciones de microorganis-
mos patégenos, el objetivo de este trabajo fue de-
mostrar la capacidad de infeccion de cepas de VPI-3
aisladas de bovino y ovino sobre cultivos celulares
de macréfagos de oveja, y determinar el efecto del
virus sobre éstos.

MATERIALES Y METODO
Células y virus

Se desarrollaron cultivos primarios de macréfa-
gos alveolares ovinos, obtenidos a partir de lava-
dos pulmonares (Burrels, 1985) de animales
clinicamente sanos, sacrificados para esta experien-
cia. Las monocapas fueron desarrolladas en policu-
betas sobre cubreobjetos de vidrio, e incubadas
durante 24 hs, a 37°C, con tensién de 5% de CO,.
Los cultivos se infectaron con una cepa bovina in-
glesa de referencia de VPI-3 (Universidad de Edin-
burgo), y una cepa de origen ovino: 271/90 (Berrios,
1990), utilizando una multiplicidad de infeccién en
cada experiencia.

A las 24, 48 y 72 horas post-infeccién (p.i.) se
recolectaron las laminillas para:

a) Observar el efecto citopdtico de los virus al
microscopio 6ptico. b) Realizar tincién de Hema-
toxilina/Eosina. ¢) Desarrollar técnicas inmunohis-
toquimicas indirectas: Inmunoperoxidasa (IPI) e
Inmunofluorescencia (IFI), siguiendo metodologia
convencional.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se comprob6 la capacidad de infeccién de una
cepa de VPI-3 aislada de ovino y una cepa de ori-
gen bovino, caracterizdndose sus efectos citopati-
cos (ECP) sobre cultivos primarios de macréfagos
alveolares ovinos (M@AOQO). Comparados con con-
troles, los M@AO infectados fueron mds adheren-
tes a la superficie de las laminillas de vidrio,
demostrando la activacién de estas células presen-
tadoras de antigeno (Gonzalez, 1989). En las mo-
nocapas infectadas con ambos tipos virales, y
observadas a las 24 hs. p.i., se evidenciaron célu-
las abalonadas, refringentes y con aspecto multinu-
cleadas (sincicios) (Figura 1).

La cepa ovina 271/90 produjo cuerpos de inclu-
sién intracitoplasmdticos eosinofilicos caracteristicos
del género Paramyxovirus. En los cultivos de macré-
fagos infectados con la cepa bovina de referencia se
observaron ECP similares a los producidos por la in-
feccién del VPI-3 ovino, pero con la particularidad
de presentar numerosas vesiculas rodeadas de mem-
brana citoplasmatica y en algunos casos vertidas ex-
tracelularmente. El macréfago infectado se fragment6
en cuerpos elementales de superficie uniforme de
variados tamafios y contenidos en membranas. Tam-
bién se evidenciaron fenémenos de fagocitosis por
células vecinas (Figura 2), similar a los procesos de
apoptosis que se describen in vivo frente a la infec-
cién por el VPI-3 (Martin, 1997). La apoptosis es un
proceso fisiolégico bésico, que juega un rol muy im-
portante en la regulacién de las poblaciones celula-
res, pudiendo ser adecuadamente considerada no
como una muerte programada, sino como una sobre-
vivencia programada (Tomel, 1991).

Esta caracterfstica patogénica diferencial entre
ambas cepas podria estar asociada con las diferen-
cias antigénicas descritas entre los virus aislados de
bovino y ovino (Bagnis, 1997).

Por otra parte, el fendmeno de apoptosis obser-
vado en este ensayo implic6 la induccién de muer-
te celular programada mediante un mecanismo
independiente de la presencia de linfocitos T, ya que
bajo condiciones de cultivo en monocapa, estas cé-
lulas no se adhieren, siendo eliminadas del sistema
luego de lavados sucesivos.

El anilisis de las reacciones inmunochistoquimi-
cas evidencid respuesta positiva frente a todos los
cultivos infectados, comprobandose la capacidad
de replicacién de cepas virales aisladas de bovino
y ovino en macréfagos alveolares ovinos (Figs. 3

y4)
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Figura 1: Monocapas 24 hs. p.i. Se evidencian células
abalonadas, refringentes y con aspecto multinucleadas
(sincicios). 400x

Figura 3: Inmunoperoxidasa indirecta detectando presen-
cia de antigeno viral en superficie. 400x

Estas observaciones sugieren la presencia de re-
ceptores en los macréfagos del ovino, capaces de
reconocer, ademds de su propia cepa especifica
(271/90), la cepa bovina de referencia. De ser asf,
esto implicaria un riesgo epidemioldgico para las
explotaciones mixtas, donde conviven ambas es-
pecies. Si estos resultados fueran extrapolables a
lo que acontece in vivo, indicarian la necesidad de
implementar medidas de manejo y control apro-
piadas, a efectos de minimizar la transmisién de
patégenos respiratorios virales entre ambas espe-
cies domésticas.

CONCLUSIONES

La cepa 271/90 del virus PI-3 aislado de ovino
y la cepa bovina de referencia fueron capaces de in-
fectar, replicar y de producir daiio en los cultivos
primarios de macréfagos alveolares ovinos.

Figura 2: Cultivo infectado por VPI-3 bovino. Se obser-
van cuerpos de inclusion intracitoplasmaéticos eosinoffli-
cos y corpusculos de superficie uniforme, de variados
tamafios. 400x

Figura 4: Inmunofluorescencia indirecta positiva eviden-
ciando replicacién del virus. 400x

Ambos tipos virales indujeron la formacién de
ECP, cuerpos de inclusién intracitoplasméticos, pero
se diferenciaron en la capacidad de producir fend-
menos de apoptosis.
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