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Interación de los macrófagos bovinos con el Virus de la Diarrea 
Viral Bovina 

RESUMEN 

La infección de células del sistema inmune por el Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV) tiene 

un efecto profundo en su actividad, ya sea desencadenando muerte celular masiva o 

afectando su funcionalidad. En este estudio caracterizamos la interacción entre el BVDV y los 

macrófagos bovinos (Mφ). Identificamos que una cepa de campo argentina no citopática del 

genotipo 2 (BVDV 98-124) presentaba un tropismo preferencial por las células presentadoras 

de antígenos, siendo el linaje monocítico la población más infectada. Este virus infectó y 

replicó eficientemente in vitro en Mφ CD14+ derivados de monocitos (Mφ-Mo) utilizando un 

mecanismo de entrada mediado por la glicoproteína E2 de la envoltura viral. La replicación del 

BVDV 98-124 fue mayor en Mφ-Mo antiinflamatorios diferenciados in vitro “M2” que en su 

contraparte proinflamatoria “M1”, mientras que el tratamiento con IFN-α impidió la 

replicación. La infección promovió un perfil antiinflamatorio en los Mφ-Mo al regular 

negativamente la expresión de citoquinas proinflamatorias y promover la expresión de IL-10. 

Extendiendo el estudio con cepas del BVDV de diferente genotipo y biotipo, verificamos 

niveles de replicación viral más altos en Mφ-Mo productores de arginasa (marcador M2), 

constatándose una asociación significativa entre la actividad arginasa y la tasa de replicación 

viral. El tratamiento de terneros con compuestos pro o anti-inflamatorios también reveló la 

asociación positiva entre la actividad arginasa de Mφ-Mo y la replicación del BVDV. 

Comprobamos además que los Mφ-Mo provenientes de vacas preñadas y terneros 

presentaron una actividad arginasa mayor que la determinada en animales adultos. Nuestros 

resultados demuestran un tropismo preferencial del BVDV por Mφ activados alternativamente 

y la capacidad del virus de promover en estas células el perfil M2 favorable a la infección.  

Además sugieren que el estado inmunitario del animal en el momento de la infección (es decir, 

si el animal se encuentra atravesando una infección viral, luego de la vacunación, en 

tratamiento con antibióticos, o en la juventud o la preñez, entre otros) sería fundamental para 

definir la fisiopatología de la enfermedad. Comprender el impacto del fenotipo de los Mφ en la 

infección por el BVDV puede revelar un posible rol de estas células en el establecimiento de la 

inmunsupresión causada por este virus en los bovinos. 

Palabras clave: BVDV, macrófagos polarizados, inmunomodulación, arginasa, tropismo. 
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Interaction of bovine macrophages with Bovine Viral Diarrhea 

Virus

ABSTRACT 

Infection of immune cells by Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) has a profound effect on their 

activity, by either triggering massive cell death or affecting their functionality. This study 

characterized the interaction between BVDV and bovine macrophages (Mφ). We first 

identified a preferential tropism of an Argentinean type-2 non-cytopathic field strain (BVDV 

98-124) for antigen-presenting cells, being cells of monocyte lineage the most infected 

population. BVDV 98-124 efficiently infected and replicated in CD14+ Mφ in-vitro 

differentiated from monocytes (Mo-Mφ) by an envelope E2 glycoprotein-mediated viral 

entrance mechanism. Higher viral replication levels were observed in in-vitro differentiated 

anti-inflammatory (M2) Mo-Mφ than in their M1-counterparts, while IFN-α treatment 

prevented BVDV replication. Infection promoted an anti-inflammatory profile in Mo-Mφ by 

downregulating proinflammatory cytokines expression and upregulating IL-10. Higher 

replication levels in arginase-producing Mo-Mφ (an M2 marker) were verified with BVDV 

strains of different genotypes and biotypes, confirming a significant association between 

arginase activity and the viral replication rate. Inoculation of calves with M1 and M2 Mφ-type 

promoting compounds also revealed a positive association between arginase activity of Mo-

Mφ and BVDV replication. Interestingly, Mo-Mφ from pregnant dams and calves produced 

higher arginase levels than those measured in adult animals. Our results demonstrate that 

BVDV has a preferencial tropism for alternatively activated Mo-Mφ and can modulate these 

cells towards the most permissive fenotye. They also suggest that the immune status of the 

animal at the time of infection (i.e. undergoing another viral infection, after vaccination, 

antibiotic treatment, young age, or pregnancy) can be paramount to defining the 

physiopathology of the disease. Understanding the impact of the Mφ phenotype in BVDV 

infection may unveil a possible leading role of these cells in establishing the observed immune-

suppressive state in bovines. 

Key words: BVDV, polarized macrophages, immunomodulation, arginase, tropism. 
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XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) 

μg Microgramo 

μl Microlitro 

μM Micromolar 

μmol Micromol 

 

  



17 

1. INTRODUCCIÓN

1.1. Agente etiológico 

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV) es el agente etiológico causante de la enfermedad 

infecciosa más extendida en el ganado bovino en todo el mundo1. Se clasifica en 2 genotipos 

principales, BVDV 1 y 2 y un tercer tipo denominado BVDV 3 o Hobi like2.  

El BVDV pertenece a la familia Flaviviridae, género Pestivirus. La familia Flaviviridae contiene 

especies de importancia médica como el Virus de la Fiebre Amarilla, el Virus del Dengue y el 

Virus de la Hepatitis C (HCV, del inglés Hepatitis C Virus), entre otros3. El género Pestivirus está 

comprendido por cuatro especies, BVDV tipo 1, BVDV tipo 2, Virus de la Enfermedad de la 

Frontera (BDV, del inglés Border Disease Virus) y Virus de la Fiebre Porcina Clásica (CSFV, del 

inglés Classic Swine Fever Virus), los cuales infectan rumiantes domésticos y salvajes, cerdos y 

jabalíes4. Recientemente el Comité Internacional para la Taxonomía de los Virus (ICTV, del 

inglés International Committee on Taxonomy of Viruses) a través del “Flaviviridae Study Group” 

propuso la inclusión de 7 nuevas especies al género y una reformulación completa de la 

nomenclatura del grupo. De esta manera todas las especies se nombrarían como Pestivirus A-

K, de forma independiente a la especie hospedadora, aunque con algunas excepciones para 

hacerlo más sencillo de recordar. Por ejemplo, Pestivirus G es una especie que infecta a jirafas, 

por su nombre en inglés Girraffe. Los BVDV 1 y 2 pasarían a designarse como Pestivirus A y B 

respectivamente. El VBVB tipo 3, o HoBi like pasaría a denominarse Pestivirus H4. 

1.2. Morfología viral 

1.2.1. Proteínas estructurales y envoltura viral 

El BVDV es un virus envuelto, aproximadamente esférico de entre 50 y 60 nm de diámetro. En 

condiciones de cultivo la mayoría de las partículas tiene 50 nm de diámetro, mientras que 

alrededor del 2 % mide unos 60 nm. Se ha reportado que el BVDV tiene capacidad de 

incorporar regiones de ácido ribonucleico (ARN) del huésped en su genoma. Estas partículas de 
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mayor tamaño podrían contener genomas más grandes, lo que daría cuenta de cierta 

flexibilidad en el ensamblaje del virión. No obstante no se descarta que se trate de partículas 

aberrantes. La naturaleza polimórfica de la cápside es compatible con una estructura no 

icosahedrica, o bien con una estructura icosahedrica con variaciones en el número de 

triangulación5. Posee 4 proteínas estructurales: las glicoproteínas de envoltura (E) E1, E2 y Erns 

y la proteína de nucleocápside C. La proteína C contiene la secuencia señal para translocación 

al retículo endoplasmático (RE). Las proteínas E están presenten como complejos unidos por 

puentes di-sulfuro: el homodímero Erns con actividad ribonucleasa (ARNasa), el heterodímero 

E1-E2 y el homodímero E2. E1 y E2 poseen dominio transmembrana, pero no se encuentran en 

la membrana celular, sino en membranas internas. La proteína Erns carece de dominio de 

anclaje transmembrana por lo que puede ser secretada al medio extracelular. Erns parece 

participar en la adhesión inicial del virus a la célula huésped y en el virión maduro aparece 

asociada a E26. Posee actividad ARNasa intrínseca y constituye un mecanismo de evasión del 

sistema inmunitario del huésped7, al degradar el ARN intracelular y extracelular evitando las 

señales de alarma para la inmunidad innata y previniendo la formación de interferón (IFN). La 

degradación del ARN viral tiene lugar en el compartimento endosomal, evitando la salida de 

ARN viral al citosol8. El ARN viral, junto con otros grupos de moléculas actúan como patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs, del inglés pathogen associated molecular 

patterns) los cuales son identificados por receptores de la inmunidad innata, desencadenando 

respuestas proinflamatorias y/o de IFNs.  

El heterodímero E1- E2 es necesario para la entrada del virus a la célula9. Entre las proteínas 

estructurales, la proteína C es la proteína más abundante, seguida de Erns, mientras que E1 y E2 

muestran una presencia limitada. Sin embargo, en la superficie del virión, E2 es la proteína de 

superficie más abundante e induce una respuesta inmune neutralizante contra BVDV, seguida 

por Erns. E2 media el reconocimiento del receptor en la superficie celular y es necesario para la 

entrada del virus en la célula9,10. En comparación con las células huésped, los lípidos de BVDV 

contienen más colesterol, esfingomielina y hexosilceramida y menos fosfolípidos de glicerol. Se 

demostró que el colesterol y la esfingomielina son importantes para la entrada de BVDV8.   

 

1.2.2. Genoma viral  

 

El genoma viral está formado por ARN monocatenario (ARNcs) de polaridad positiva de entre 

11,3 y 13 Kilobases (Kb) flanqueado en ambos extremos por Regiones no Traducidas (UTR, del 

inglés Untranslated Region). El extremo UTR 5´ contiene un Sitio Interno de Entrada al 
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Ribosoma (IRES, del inglés Internal Ribosome Entry Site) con una extensión de entre 370 y 385 

pares de bases (pb). El extremo 3´ de entre 185 y 273 pb posee regiones variables y una región 

terminal altamente conservada importante en la replicación del ARN viral11. El genoma 

contiene un único Marco de Lectura Abierto (ORF, del inglés Open Reading Frame) y codifica 

una poliproteína de alrededor de 3900 aminoácidos (aa).  

 

1.2.3. Proteínas no estructurales  

 

El BVDV posee 8 proteínas no estructurales (NS, del inglés Non Structural) Npro, p7, NS2-3 (y/o 

NS2-NS3), NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. Durante la traducción de la poliproteína, la primera 

proteína emergente es Npro con actividad autocatalítica cisteín-proteasa, la cual es catalizada 

por la triada de residuos Glu22-His49-Cys69. Esta se libera de la poliproteína naciente y ejerce 

una función temprana de evasión inmunitaria, uniéndose al Factor Regulador de IFN (IRF, del 

inglés Interferon Regulatory Factor) 3 y secuestrándolo para su degradación12. IRF3 es un 

regulador central de la transcripción de IFN e iniciador de apoptosis13. La deleción de Npro no 

tiene efecto en la replicación viral o la virulencia, sin embargo, la expresión de Npro por sí sola 

en células de línea ha demostrado inhibir la apoptosis y la producción de IFN14. Npro interactúa 

con alrededor de 55 proteínas formando parte de la maquinaria de transcripción.  

Aguas abajo en la poliproteína, siguen las proteínas estructurales con señales blanco para 

péptido-petidasas y peptidasas celulares. Hacia 3´ el pequeño polipéptido p7 también es 

clivado por peptidasas celulares. p7 es mayormente hidrofóbico con pequeños dominios 

hidrofílicos típicos de las viroporinas. La evidencia apunta a que forma un pentámero y 

participa en la fusión de membranas para la liberación del virión15. El clivaje de p7 no es del 

todo eficiente, porque se observan péptidos E2-p7, y péptidos E2 y p7 por separado. Se 

desconoce la función del heterodímero E2-p7 porque no es necesario para la producción de 

virus infectivos, mientras que si se suprime E2 o p7, no se produce progenie viral16. Aguas 

abajo la proteína NS2-3 es una proteasa con actividad autocatalítica que libera a NS2 y NS3, 

mientras que NS3 es una serín proteasa que libera el resto de las proteínas virales de la 

poliproteína, utilizando a NS4A como cofactor. NS3 además es una ARN helicasa/Nucleósido 

trifosfatasa que participa en la replicación del ARN viral. NS3 se produce en grandes cantidades 

en cepas citopáticas (cp) mientras que en cepas no citopáticas (ncp) su producción se limita a 

las primeras 8 horas de infección. La función de NS4B no es del todo conocida aunque si se 

introducen sustituciones en el residuo 15 de su secuencia se producen cambios en la 
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citopatogenicidad viral17. Además NS4B probablemente forme parte del complejo de 

replicación asociado a membranas18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. Representación gráfica del virión maduro de BVDV (arriba) y del genoma y el polipéptido 
traducido (abajo). Arriba. El virión está formado por las proteínas estructurales de la cápside C y de la 
envoltura E1, E2 y E

rns
. E

rns
 carece de dominio transmembrana y aparece como un homodímero 

probablemente asociado a la proteína E2. E2 aparece como un homodímero y E1-E2 forman un 
heterodímero necesario para la entrada e infectividad del BVDV a la célula. E1 y E2 poseen dominio 
transmembrana. La membrana del virión rodea a la cápside formada por repeticiones de la proteína C. 
Dentro de la cápside se encuentra el ARNcs positivo. Abajo. Organización genómica de Pestivirus (fuera 
de escala) y procesamiento de la poliproteína. El ARN viral está flanqueado por regiones 5´y 3´UTR. Las 
proteínas no estructurales se indican como (NS). Los símbolos P´, P´´, P´´´, H y R indican la localización de 
la proteasa N

pro
, NS2 proteasa, NS3 proteasa, NS3 ARN helicasa y la NS5B RdRP respectivamente. Los 

pasos proteolíticos y de proteasas involucrados en la generación de proteínas individuales están 
indicados. En cepas ncp el clivaje NS2-3 se detecta en la infección temprana, mientras que en las cepas 
cp la NS2-3 y la NS3 se producen continuamente. Adaptado del 10º reporte en línea del ICTV. 

 

Por último, NS5A es cofactor de NS5B la cual tiene actividad ARN polimerasa viral dependiente 
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de ARN (RdRP).  En la Figura 1 se representa esquemáticamente el virión maduro del BVDV, el 

genoma viral y el polipéptido traducido. 

 

1.3. Genotipos y biotipos virales 

 

El BVDV se clasifica en 2 genotipos principales, denominados BVDV 1 y BVDV 2. Recientemente 

se ha adicionado un tercer miembro denominado “HoBi-like” o “Pestivirus atípico”  

identificado como BVDV 32,4,19. Dentro del genotipo 1 se han descrito 21 subgenotipos 

diferentes (1a hasta 1u)19,20 y dentro del BVDV 2 se han descrito 4 subgenotipos distintos (2a 

hasta 2d)21. 

La clasificación genotípica del BVDV y otros Pestivirus se realizó utilizando distintas regiones 

del genoma viral, como las regiones 5´UTR, Npro, E2, NS2-3 y NS5B-3′UTR, siendo la región 

5´UTR seguido por regiones codificantes de Npro y E2 las más utilizadas para la clasificación de 

la mayoría de los subgenotipos. La región 5´UTR permite usualmente la distinción dentro de 

especies de Pestivirus, por ejemplo BVDV 1, mientras que las regiones codificantes E2 y Npro 

permiten la clasificación dentro de subgenotipos con altos niveles de confianza20,22.  

Los cambios genómicos en los Pestivirus resultan de 3 procesos principales, i) acumulación de 

mutaciones puntuales, propias de los errores introducidos por la RdRP, ii) recombinación no 

homóloga de ARN y iii) recombinación homóloga de ARN.  

Asumiendo que la tasa de mutación del BVDV es similar a la de otros Pestivirus, se estima que 

se introduce aproximadamente una mutación puntual en el genoma del BVDV por ciclo de 

replicación20.  

Las recombinaciones no homólogas pueden dar lugar a la generación de cepas de biotipo cp, 

que pueden incluir una gran variedad de arreglos genómicos. Algunas cepas cp pueden 

integrar un segmento pequeño y variable de ARN de la célula huésped (dentro de NS2 o aguas 

arriba de NS3) a menudo acompañado de duplicaciones o deleciones de genoma viral23,24. 

Estas alteraciones suelen ir acompañadas de clivaje de la proteína viral NS2-3 en NS2 y NS3, 

produciéndose esta última durante todo el ciclo de replicación viral e induciendo apoptosis25. 

Las cepas cp manifiestan su efecto en cultivos celulares epiteliales y se originan a partir de 

mutaciones en cepas de BVDV ncp independientemente de su genotipo, únicamente en el 

contexto de la llamada enfermedad de las mucosas (MD, del inglés mucosal desease)26. La gran 

mayoría de las cepas circulantes en el campo son ncp. Las cepas cp portan mutaciones únicas 

de cada cepa particular y no son capaces de establecer cadenas de infección. Además su 
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aparición conlleva la muerte del animal, por lo que no son relevantes en la evolución del 

BVDV26. Las cepas ncp tienen tropismo por leucocitos, órganos linfoides y el tracto 

respiratorio, mientras que las cepas cp se encuentran restringidas al tracto digestivo27. 

Las recombinaciones homólogas se han descrito para BVDV dentro del mismo subgenotipo, 

entre especies de distintos subgenotipos e incluso entre BVDV de tipo 1 y 2 y junto con la 

acumulación de mutaciones puntuales son importantes en la generación de nuevas 

variantes20. En este contexto se ha concluido que la genotipificación del BVDV no debe hacerse 

en base a una región única y restringida del genoma. La emergencia de nuevas variantes, 

puede obstaculizar el diagnóstico y la efectividad de las vacunas para BVDV existentes. 

Estudios epidemiológicos han mostrado distintos predominios de subgenotipos de BVDV en 

diferentes países y no solamente en ganado bovino, también en cerdos y en una amplia gama 

de huéspedes rumiantes, como ovejas, cabras, búfalos, llamas y camellos. El BVDV de tipo 1, es 

el de mayor predominio a nivel mundial constituyendo el 88,2 % de los reportes hasta 2017. El 

genotipo con más reportes a nivel mundial es el 1b, seguido de 1a y 1c. Considerando 

continentes individuales, el genotipo 1b es el predominante en América, Asia y Europa, 

mientras que más del 90 % de los aislamientos de Australia pertenecen al genotipo 1c. En 

África el número de reportes es mucho menor, y está lejos de ser representativo. No obstante, 

al menos en Sudáfrica el genotipo 1a predomina sobre los demás. El BVDV de tipo 2 se 

identificó primeramente en Canadá y Estados Unidos y se ha reportado en varios países de 

Europa. Dentro de este genotipo el subgenotipo 2a es el de mayor prevalencia en el mundo. La 

variante 3 o HoBi-like ha sido aislada en Brasil, Italia, India y Tailandia entre otros20. En  el 

Noreste Argentino se han hallado evidencias serológicas de circulación de HoBi like en 

muestras bubalinas28. Los genotipos predominantes en nuestro país son 1a  y 1b, con el 85 % 

de los aislamientos29. 

 

1.4. Ciclo viral 
 

1.4.1. Adsorción e internalización 

 

Como se ha señalado, la envoltura del BVDV contiene las glicoproteínas Erns, E1 y E2. Estas 

proteínas E están presenten en el virión como dímeros unidos por puentes di-sulfuro: el 

homodímero Erns, el heterodímero E1-E2 y el homodímero E2.  

La proteína Erns tiene la capacidad de unirse a glicosaminoglicanos (GAGs) de superficie por lo 

que podría participar en procesos de unión iniciales del virus a la superficie celular. Erns no se 
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une a líneas celulares que carecen de GAGs, o heparán sulfato. También se une a heparina 

inmovilizada en agarosa. Además, la heparina, fucoidán y dermatán sulfato inhiben la unión de 

Erns a las células donde Erns queda naturalmente adsorbida en superficie. No son capaces de 

inhibir esta unión, el sulfato de dextrano, sulfato de queratán, condroitín sulfato y mananos 

por lo que probablemente no participen en la unión30. Erns carece de secuencia transmembrana 

y es secretada por células infectadas con el BVDV, manteniendo actividad ARNasa dentro y 

fuera de la célula, como un mecanismo de evasión, posiblemente orientado a eliminar ácidos 

nucleicos que podrían actuar como PAMPs. 

Se ha identificado a CD46 como un receptor de BVDV que interactúa con la proteína viral 

E231,32. CD46 es una proteína reguladora del complemento. Posee cuatro estructuras 

modulares repetidas, denominadas módulos de proteína de control de complemento (CPP, del 

inglés Single Complement Control Protein modules) en su dominio extracelular. La unión a los 

factores del complemento C3b y C4b ocurren en los CPP2, CPP3 y CPP4. Se atribuyó a CPP1 la 

capacidad de unión e infección del BVDV. Dentro de CPP1 una región con 2 péptidos de hoja 

beta antiparalela fueron identificados como cruciales para unirse al BVDV31. La expresión de 

CD46 en células de cerdo, aumenta 100 veces la susceptibilidad al BVDV. Se ha reportado la 

presencia de CD46 soluble en plasma bovino con capacidad de neutralización del virus33. No 

obstante, la expresión de CD46 en células humanas o murinas no susceptibles al BVDV, no las 

hace susceptibles a la infección, aunque estas células soporten la replicación del ARN viral34. 

Por otro lado, CD46 se encuentra excluido de la vesícula endosomal32. Estos hallazgos sugieren 

la existencia de uno o más correceptores para el BVDV. 

El receptor de lipoproteína de baja densidad (LDL, del inglés Low Density Lipoprotein) ha sido 

sugerido como candidato, puesto que ha sido identificado como receptor en otros Flavivirus, 

además del BVDV. Agnello y col35 señalan que la línea celular “CRIB” (del inglés Cells Resistant 

to Infection with BVDV) que es capaz de soportar la replicación de ARN viral, pero que no 

puede ser infectada por el BVDV, no expresa el receptor de LDL. Por otro lado, Krey y col34. 

señalan que la línea celular CRIB sí expresa el receptor para LDL y lo hace de manera 

constitutiva. No obstante, cuando utilizaron 2 anticuerpos anti-LDL estos no fueron capaces de 

bloquear la entrada del virus, por lo que este punto respecto a LDL permanece controversial. 

Con el fin de dilucidar cuál/es de los dímeros de proteínas E del virión están involucrados en la 

entrada del BVDV a la células susceptibles, Ronecker y col.9 produjeron virus pseudotipados, 

complementando el BVDV y el Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV, del inglés Vesicular 

Stomatitis Virus) con distintas combinaciones de las proteínas de E del BVDV en la superficie 

del virus. Los autores llegaron a la conclusión de que el heterodímero E1-E2 es necesario para 

el ingreso del virus a la célula, mientras que Erns es dispensable. Además comprobaron que los 
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virus que expresaban cualquiera de las combinaciones del heterodímero con proteína/s 

quimérica/s con ectodominio del BVDV y dominio transmembrana del VSV no eran infectivos, 

sugiriendo que toda la integridad del heterodímero E1-E2 es necesaria para la infección. 

Ensayos de mutagénesis dirigida sobre residuos cargados transmembrana de E1 (lisina y 

arginina) y de E2 (lisina), mostraron que estos aa son cruciales para la formación del 

heterodímero9. Los homodímeros E2 parecen cumplir, junto con Erns, funciones de adhesión a 

la célula huésped. No se han encontrado en su secuencia, motivos con funciones fusogénicas 

de membrana8. 

La interacción del heterodímero E1-E2 probablemente con CD46 y su correceptor/es 

desencadena la endocitosis mediada por clatrina36,37. Luego la acidificación del endosoma 

provoca la fusión de membranas, aunque el mecanismo no es del todo conocido. Las ATPasas 

vacuolares acidifican el lumen del endosoma a medida que la endocitosis tiene lugar, 

descendiendo a un pH de 5,6 en un endosoma tardío. Este pH ácido no es suficiente para 

provocar que el virus adsorbido en la membrana endosomal fusione su membrana “desde 

afuera”. Esta observación es compatible con la considerable resistencia a inactivación por pH 

ácido que presentan los Pestivirus. La desestabilización del virión debe estar acompañada por 

ruptura de los abundantes puentes disulfuro presentes entre los dímeros de las proteínas E en 

la membrana del virión, pero este mecanismo no es conocido36. Omari y col. sugieren que la 

proteína E1 formando parte del heterodímero junto con E2, sería responsable de la fusión de 

membranas. Concretamente gracias a una región hidrofóbica presente entre los residuos 57 a 

85 que actuaría como región fusogénica38. Una vez fusionadas las membranas la nucleocápside 

se libera al citosol. El mecanismo de desnudamiento y liberación del ARN en el citosol no está 

descrito para BVDV. En el Dengue, un representante de la familia Flaviviridae, la liberación del 

ARN de la nucleocápside requiere un paso de ubiquitinación sin actividad degradativa del 

proteosoma39. Se representa esquemáticamente la internalización del BVDV y la liberación del 

ARN viral en la Figura 2. 

 

1.4.2. Replicación y liberación 

 

El genoma viral es una molécula de ARNcs positivo que ya puede actuar como ARN mensajero 

(ARNm) con un único ORF. En su extremo 5´ posee una estructura IRES que es reconocida por 

la subunidad 40S y el Factor de iniciación eucariótico (eIF, del inglés Eukaryotic initiation 

factor) 3 que dirige la traducción independiente de la caperuza. La traducción no requiere los 

factores de iniciación eIF4B y eIF4F. La replicación y la traducción ocurren asociadas a las 
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membranas del RE. Se sintetiza una poliproteína que es escindida y procesada co- y post-

traduccionalmente por proteasas celulares y virales, liberando las proteínas virales Npro, C, Erns, 

E1, E2, p7, NS2-NS3 (o NS2 y NS3), NS4A, NS4B, NS5A, y NS5B (Figura 1). Como se mencionó 

antes, Npro se autocliva mientras se traduce el polipéptido, liberándose del péptido emergente 

y ejerciendo funciones de inmunoevasión13. Una secuencia señal en el extremo 

carboxiterminal de C, dirige a la proteína creciente hacia la membrana del RE. Señales para 

peptidasas liberan a la proteína C al lumen del RE. Esta es altamente básica y forma la cápside 

conteniendo una cadena de genoma viral40. Todas las proteínas E son producidas a partir del 

péptido precursor Erns/E1E2, el cual atraviesa un clivaje de dos pasos que produce las 

proteínas libres Erns, E1, y E28. Ni Erns, ni E2 se encuentran en la membrana plasmática de 

células infectadas, pero sí se encuentran asociadas a membranas intracelulares41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2. Representación de la entrada del BVDV en la célula. El virus puede quedar inicialmente 
adsorbido por la interacción de la proteína E

rns
 con GAGs. Luego hay una interacción del heterodímero 

E1-E2 con el CPP1 de CD46 y probablemente otro/s receptor/es, entre los cuales podría estar el receptor 
de LDL. La adsorción del virus desencadena la formación del endosoma recubierto con clatrina. CD46 no 
es internalizado en el endosoma, por lo que es probable que el virus ingrese con otro/s receptor/es. La 
acidificación del endosoma tardío no es suficiente para provocar la fusión de membrana y asiste un 
mecanismo desconocido probablemente relacionado con la ruptura de puentes disulfuro en las 
glicoproteínas de envoltura. La fusión de membranas puede ocurrir a través de E1. La nucleocápside se 
libera al citoplasma y el desnudamiento del virus ocurre por un proceso desconocido, liberando el ARNcs 
+. 

 



INTRODUCCIÓN 

26 
 

La replicación de BVDV ncp se encuentra regulada por el mecanismo de clivado de NS2-3, el 

cual es catalizado por la proteasa NS2, que requiere de cofactor celular limitante, DNAJC14. 

Como se señaló anteriormente, la liberación de NS3 es esencial para el complejo de replicación 

viral. La Actividad RdRP es llevada adelante por NS5B con su co-factor NS5A. NS4B 

probablemente también forme parte del complejo. Se sintetizan cadenas de ARN negativas a 

partir de la ARN positiva. Estas cadenas sirven de molde para la síntesis de nuevas cadenas de 

ARN positivas que constituyen los nuevos genomas virales8. 

A través de mecanismos no del todo conocidos, la cápside se envuelve con membranas 

derivadas del RE, repletas de las glicoproteínas E. Las partículas son entonces transportadas 

desde el lumen del RE por la vía secretoria atraviesan el aparato de Golgi y son liberados por 

exocitosis hacia el medio extracelular40. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representación gráfica de la replicación y liberación del BVDV. La replicación y la traducción 
ocurren asociadas a membranas del RE. El ARN+ es replicado a un ARN-, el cual, a su vez, sirve de molde 
para replicar las cadenas de ARN+. Las proteínas de E quedan asociadas a membranas del RE, mientras 
que la proteína C se transloca al lumen donde forma la cápside conteniendo al genoma viral (ARN+). El 
virión brota por la vía secretora a través del aparato de Golgi, abandonando la célula por exocitosis. 
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Tras la entrada del BVDV ncp en células ovinas, se ha reportado una fase eclipse que lleva 

entre 8 y 9 horas. Las cadenas positivas y negativas aparecen a las 4 horas post infección (hpi). 

Las proteínas E2 y NS3 aparecen a las 6 y 7 horas respectivamente, mientras que NS2-3 se va 

acumulando. El BVDV aparece intracelularmente a las 8 hpi, mientras que a las 10-12 hpi se 

liberan viriones maduros infectivos8. El esquema de replicación y liberación se resume en la 

Figura 3. 

 

1.5. Epidemiología del BVDV 

 

1.5.1. Transmisión horizontal y vertical 
 

La transmisión horizontal de la enfermedad se produce principalmente por contacto directo de 

un animal susceptible con un animal infectado que se encuentra excretando virus, 

principalmente animales persistentemente infectados (PI) presentes en el rodeo.  En menor 

grado, fómites, moscas y equipamiento veterinario contaminado también están implicado en 

la diseminación viral42. El virus es excretado por secreciones oro-nasales y existe evidencia que 

indica que también puede transmitirse por aerosoles43. Una vez que el virus accede a la 

mucosa orofaríngea se produce una replicación inicial en células epiteliales, con alta 

producción viral en las amígdalas palatinas. El virus pasa a diseminarse sistémicamente a 

través del torrente sanguíneo donde está presente en forma libre e intracelularmente 

infectando leucocitos. En los toros el virus coloniza las vesículas seminales y la glándula 

prostática44. 

La transmisión vertical puede producirse por vacas preñadas que contraen la enfermedad en 

un período comprendido entre los 30 y 120 días de gestación (comúnmente denomindado 

“periodo ventana”) ya que el virus es capaz de traspasar la barrera placentaria provocando 

infección del feto. En el caso de que la gestación llegue a término, el ternero naciente será 

invariablemente un animal PI que excretará una carga viral muy alta. Otra fuente de animales 

PI es la utilización de semen contaminado proveniente de toros PI, o bien de semen de 

animales que transitaron una infección aguda al momento de ser colectado45 e incluso de 

semen proveniente de animales seropositivos no virémicos46. El semen contaminado es 

potencialmente una fuente importante de animales PI, dado que el virus perdura por tiempo 

prolongado en los testículos44,47. 
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La infección del feto en un período posterior a los 120 días puede ocasionar malformaciones o 

abortos y también el nacimiento de un ternero inmunocompetente con una infección 

transitoria que será superada48. 

El BVDV combina dos estrategias que lo hacen exitoso y difícil de erradicar de los rodeos en 

todo el mundo: la estrategia “golpea y corre” caracterizada por infecciones agudas y auto 

limitadas y las infecciones persistentes con alta excreción viral49. No debe subestimarse la 

importancia de la infección aguda en la transmisión y el mantenimiento del BVDV dentro de 

una población de animales (domésticos y salvajes). Un reporte hecho en Estados Unidos indica 

que los  animales con infección aguda son responsables de hasta el 93 % de todas las 

infecciones intrauterinas que resultan en el nacimiento de terneros PI50 . Por lo tanto, la 

mayoría de los animales PI provienen de madres que transitaron una infección aguda durante 

un periodo determinado de la preñez, pero la fuente del virus para la infección aguda es un 

animal PI42. La epidemiología compleja del BVDV se esquematiza en la Figura 4. 

 

1.5.2. Infección aguda 

 

La infección de animales con el BVDV induce una amplia variedad de manifestaciones clínicas, 

desde cuadros subclínicos, a clínicos leves y severos, pudiendo incluso ser mortales. El tipo de 

enfermedad desarrollado y la sintomatología dependerán en gran medida de la virulencia de la 

cepa infectante, de la edad, del status fisiológico y sanitario del animal, de factores 

estresantes, nutricionales, etc. La replicación viral ocurre en una gran variedad de tipos 

celulares como células epiteliales, tracto digestivo, sistema nervioso, tracto respiratorio y 

sistema inmune. La viremia puede detectarse a partir de los 3 días post infección (dpi) y se 

extiende por 2 días hasta unas 2 semanas según la virulencia de la cepa infectante. La infección 

suele ir acompañada de linfopenia, leucopenia y/o trombocitopenia. La inmunosupresión 

resultante predispone al animal a padecer infecciones secundarias a menudo más severas. La 

enfermedad clínica cursa con pirexia, diarrea y sintomatología respiratoria. Existen cepas de 

genotipo 2 de alta virulencia que pueden provocar enfermedad aguda grave con hipertermia 

elevada, diarrea profusa, alta incidencia de abortos, reducciones significativas en la producción 

de leche y cuadros de muerte súbita. La Infección nasal experimental en terneros sanos con 

BVDV ncp resultó en la localización del virus en enterocitos, placas de Peyer, timo, ganglios 

linfáticos del bazo, amígdalas e hígado en orden decreciente de concentración1. El complejo 

respiratorio bovino es una enfermedad multifactorial con distintos agentes etiológicos virales 
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como Herpesvirus Bovino 1, Parainfluenza Bovina 3, Virus Sincitial Respiratorio (RSV, del inglés 

Respiratory Syncytial Virus) Bovino o BVDV que actúan como agentes infecciosos primarios, 

provocando lesiones en la mucosa respiratoria que comprometen la integridad del tracto, 

permitiendo la colonización por bacterias que provocan infecciones secundarias que agravan el 

cuadro clínico. La inmunidad se desarrolla entre los 18 y 21 días. Una vez resuelta la 

enfermedad aguda, puede haber circulación viral en células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP) por hasta 98 días, aunque es improbable que provoquen contagios en esta 

instancia1. Las infecciones agudas producen efectos en la fertilidad como la reducción en el 

éxito de la preñez, reabsorción embrionaria, muerte, abortos y defectos congénitos. En los 

toros, se observa reducción de la densidad y motilidad espermática. Esta reportado que el 

BVDV puede persistir en semen durante 2,75 años luego de una infección aguda47. 

1.5.3. Infección persistente 

Como se ha mencionado, la infección persistente se produce cuando una hembra preñada 

contrae la enfermedad en el periodo ventana de gestación, o bien, a partir de una gestación 

inducida con semen contaminado con el BVDV (Figura 4). Cuando el feto se infecta dentro de 

dicho período ventana, no presenta un sistema inmunitario desarrollado. En este caso puede 

producirse aborto, momificación fetal y formación de varios tipos diferentes de anomalías 

congénitas como hipoplasia cerebelosa, malformaciones esqueléticas y retraso general del 

crecimiento. Si la gestación llega a término el ternero no presentará signología clínica y será 

inmunotolerante a la cepa infectante. Es decir que no presentará anticuerpos frente al BVDV 

pero mantendrá la excreción viral durante toda su vida. Los animales PI constituyen el principal 

reservorio viral en los rodeos. La prevalencia de animales PI oscila entre 0,5 y 2 % y cualquier 

estrategia que abogue por erradicar al BVDV debe poder identificar y eliminar a los animales 

PI. Otro punto importante en la epidemiología de la enfermedad es el contacto con otras 

especies sucepetibles, de producción o silvestres. La transmisión inter-específica es un 

fenómeno frecuente que establece nuevos reservorios virales. Se ha reportado la transmisión 

de animales PI hacia cabras que a su vez ha perdurado por dos generaciones de cabras8. Si bien 

los animales PI son normales en apariencia, pueden ser más susceptibles a otras enfermedades 

comunes como neumonía. La mayoría de los animales PI acabará desarrollando la MD entre los 

6 meses y 2 años de edad42. 
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1.5.4. Enfermedad de las mucosas  

 

La MD se desarrolla cuando el BVDV ncp presente en un animal PI sufre una mutación que 

provoca la aparición de una cepa cp con liberación de NS3 durante todo el ciclo de replicación 

viral (Figura 4). Los signos clínicos característicos de la MD incluyen anorexia, fiebre, diarrea, 

deshidratación, presencia de lesiones en la mucosa del tubo digestivo, necrosis del tejido 

linfoide, inflamación de las pezuñas y muerte. La dermatitis es un signo frecuentemente 

presente en MD y es el hallazgo común de BVDV en muestras de biopsia de piel en ganado PI, 

lo que confirma el tropismo del virus por la célula epitelial42. Otros hallazgos son la presencia 

de neutropenia y trombocitopenia. Las infecciones bacterianas como neumonía, mastitis y 

metritis secundarias pueden manifestarse. Una pequeña proporción de animales con MD 

sobrevive a la enfermedad y desarrolla una forma crónica de la enfermedad, caracterizada por 

diarrea intermitente, debilidad muscular, anorexia, lesiones en la piel y descarga nasal y 

ocular51. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representación esquemática de la compleja epidemiología del BVDV. Las infecciones agudas 
son causadas por cepas ncp, causando una enfermedad clínica de hasta 10-14 días que causa 
inmunosupresión. Si la infección se produce en un periodo ventana de la gestación, puede causar 
abortos, malformaciones, o el nacimiento de un ternero PI. Estos serán inmunotolerantes a la cepa 
infectante y excretará gran cantidad de virus. Eventualmente en un animal PI puede surgir una cepa cp a 
partir de la cepa infectante, causando la MD. 

 

1.6. Proteínas antigénicas del BVDV 
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El BVDV tiene 4 polipéptidos antigénicos principales: NS2-3, y las proteínas de E Erns, E1 y E2.  

La proteína NS2-3 es muy inmunogénica, provoca una fuerte respuesta en vacunas de virus 

atenuados y una respuesta débil en vacunas de virus inactivados. Los anticuerpos frente a NS2-

3 cruzan con los de otros Pestivirus como el CSFV y el BDV. La proteína NS3, inducida 

típicamente por infecciones con cepas cp, es altamente estable en células infectadas, es muy 

inmunogénica y son las más conservadas dentro del género. 

La proteína Erns, se encuentra altamente glicosilada y provoca una respuesta potente de 

anticuerpos, pero su actividad neutralizante es limitada. La proteína E1 desencadena una 

respuesta pobre de anticuerpos. E2 en cambio, es muy antigénica; en el BVDV tipo 1 presenta 

un epitope, mientras que en el BVDV tipo 2, tiene 3 epitopes. Si bien existe reacción cruzada, 

se ha identificado un anticuerpo monoclonal que solo reconoce la E2 de BVDV de tipo 152. En 

un trabajo publicado en 2014, Asfor y col.53 produjeron distintas glicoproteínas recombinantes 

E2 pertenecientes a BVDV tipo 1, tipo 2 y a CSFV, e infectaron con los mismos virus homólogos. 

Encontaron que la inhibición causada por E2 correlacionaba con la homología de la E2 

presente en el virus utilizado en la infección, indicando que E2 otorgoría especificidad en la 

infección entre los Pestivirus.  

 

1.7. Diagnóstico 

 

El diagnóstico del BVDV se basa en dos pruebas típicas: la detección de anticuerpos específicos 

o la detección de antígenos virales. Para los programas de control de BVDV, se pueden definir 

dos niveles de diagnóstico principales; uno de ellos de vigilancia a nivel poblacional o del 

rebaño y otro de nivel individual. Se testea la presencia de anticuerpos con el objetivo de 

evaluar seroprevalencia y estudiar el impacto de las medidas de control y erradicación. A nivel 

individual, los esfuerzos se centran en la identificación y remoción de animales PI, certificación 

del status sanitario de animales con fines comerciales, por ejemplo, contaminación del 

semen45,47,54,55. 

La presencia de anticuerpos frente al BVDV en suero implica que el animal estuvo en algún 

momento de su vida en contacto con el virus, o bien que fue vacunado contra el BVDV, o que 

presenta anticuerpos calostrales. Los anticuerpos proporcionados por una infección natural o 

por vacunación pueden durar toda la vida del animal56,57. Para medir anticuerpos se 

recomienda utilizar un ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, del inglés 

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) que contienen antígenos virales conservados, como ser 
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NS3 (P80) para poder identificar cualquier variante del virus. La seroneutralización o los ELISA 

basados en la glicoproteína E2 son menos sensibles para detectar diferentes variantes del 

virus. 

Como se mencionó antes, los animales PI excretan grandes cantidades de virus y mantienen la 

circulación viral en los rodeos, no presentando anticuerpos frente a la cepa infectante. Los 

animales que transitan una infección aguda, no son muy importantes desde el punto de vista 

de la transmisión de la enfermedad, suelen tener síntomas leves y excretan virus por un 

periodo limitado de tiempo. La epidemiología compleja del BVDV conlleva a que el diagnóstico 

por detección de antígenos deba realizarse dos veces, con un intervalo mínimo de 3 semanas, 

para diferenciar animales PI de animales que sufrieron una infección aguda58. La detección de 

antígeno viral se puede realizar por ELISA, detectándose generalmente NS3; o bien mediante 

técnicas moleculares que implican un ensayo de retro-transcripción (RT) seguido de reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR). Suelen utilizarse técnicas clásicas para aumentar la 

sensibilidad (RT-PCR anidada) o bien RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) que además permite 

cuantificar número de copias de genoma viral. Se utilizan muestras de tejido epitelial auricular, 

sangre entera o suero. En el caso de los terneros, el diagnóstico de antígenos por ELISA en 

muestras de sangre o suero debería realizarse después de las 5 semanas para evitar la 

interferencia de anticuerpos maternos en la detección del virus en animales PI59. 

 

1.8. Situación global del BVDV 

 

Varios factores influyen en las prevalencias informadas de BVDV, como el período de 

muestreo, el tipo de producción, la edad de los animales muestreados, el uso de vacunas anti-

BVDV, las pruebas de animales con o sin signos clínicos, la implementación de programas de 

control y/o erradicación y diferentes métodos de diagnóstico aplicados58. 

Un estudio de países europeos entre 1974 y 1995 realizado Houe60 determinó que la 

prevalencia de animales PI osciló entre 0,5 y 2 % y que la prevalencia de anticuerpos frente al 

virus varió entre 60 y 85 %. En un meta análisis publicado en 2018 que cubrió 325 estudios en 

73 países, Scharnböck y col58 reportaron una caída en el porcentaje de animales PI entre 1980 

y 2016 a nivel global de 1,85 % hasta 0,36 %. Considerando la presencia de animales PI a nivel 

de rodeos, esta declinó desde 42,36 % hasta 18,88 % también a nivel global. La seroprevalencia 

global se mantuvo casi constante en el período de estudio, oscilando desde 48,73 a 46,23 % a 
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nivel de animal individual y de 67,01 % a 66,08 % a nivel de rodeos. Los resultados de este 

estudio se muestran en la Figura 5. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 5. Prevalencia de anticuerpos promedio por país a nivel global en el periodo 1961 – 2016. Se 
muestran prevalencias a nivel de animal individual (A), y a nivel de rodeos (B). Adaptado de Scharnböck 
y col.

58
. 

 

El éxito en la remoción de animales PI, y el consiguiente control de la enfermedad en algunos 

países de Europa es notable. Por ejemplo, Suiza experimentó una caída desde 1,4 a 0,02 % de 

animales PI entre 2008 a 2012, Alemania de 0,48 % en 2011 a 0,01 % en 2017, Austria bajó 

desde 0,13 % en 2006 a 0,00 % en 2017. En los países nórdicos la erradicación de BVDV es 
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completa (al menos hasta mayo de 2018). El éxito de algunos programas llevó a las 

autoridades a cambiar los muestreos de algunos países, pasando de programas de control y 

erradicación al de vigilancia epidemiológica58. 

 

1.8.1. Impacto económico  

 

El impacto en la producción relacionado al BVDV se debe a pobre desempeño reproductivo, 

abortos, retardo en el crecimiento, reducción en la producción de leche, sacrificio temprano, 

aumento de la mortalidad en terneros e incremento en la susceptibilidad a infecciones 

secundarias.  

Según un reporte publicado en 2017 basado en 44 estudios publicados en 15 países en los 

últimos 30 años, el impacto económico es altamente variable dependiendo de las pérdidas 

directas e indirectas que se tienen en cuenta a la hora de hacer el estudio, pudiendo ascender 

hasta los 687,8 dólares por año y por animal. Entre los factores que dificultan las estimaciones 

están los precios de mercado a lo largo del tiempo, las asunciones del estudio particular, los 

factores de gestión del rebaño, la prevalencia de otras enfermedades, el período de cría, las 

granjas abiertas versus granjas cerradas, la tasa de reemplazo de hembras reproductoras, la 

vacunación y/o programas de control y erradicación, etc. Según este reporte las pérdidas 

directas promedio debidas a BVDV en los sistemas de producción de carne vacuna son un 20 % 

menores que en rodeos de producción lechera;  en general, las pérdidas directas promedio por 

vaca lechera asciende a 199,50 dólares mientras que para vaca de producción cárnica es de 

174,60 dólares por vaca y por año61. 

En Argentina, según estimaciones del año 2013 el costo en un animal de tambo era 156 ± 

51,49 dólares por vaca lechera en su ciclo anual reproductivo. En los establecimientos tipo 

Feedlot, la pérdida promedio estimada por animal es de 140 g/día/animal, considerando una 

ganancia promedio de 1200 g/día/animal62. Este tipo de producción asociado a hacinamiento 

de los animales y a inmunosupresión concomitante presenta un riesgo elevado de desarrollar 

infecciones secundarias bacterianas con manifestaciones clínicas, por lo que el uso de 

antibióticos debe tenerse en cuenta en el cálculo de los costos. 

 

1.8.2. Situación de la enfermedad en Argentina 
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En Argentina, según relevamientos de INTA, la seroprevalencia arrojó valores que oscilan entre 

32 % en el Noreste Argentino (año 2015), 74,3 % en Neuquén (año 2004) y hasta el 100 % en 

Chubut (año 2012)62. En la Cuenca del Salado, provincia de Buenos Aires, se obtuvo una 

seroprevalencia individual aparente del 66 %, mientras que el 86 % de los establecimientos 

muestreados fueron clasificados como positivos, observándose una prevalencia intra-rodeo del 

63,8 % (rango: 6,7-100 %) sobre un total de 1980 muestras provenientes de 99 rodeos63. 

En una publicación reciente se relevaron 56 rodeos provenientes de las provincias de Buenos 

Aires (n = 53), Santa Fe (n = 2), y Córdoba (n = 1) y se realizó un diagnóstico de RT-PCR anidada 

para genoma viral sobre un total de 2864 muestras, arrojando una positividad cercana al 1 %, 

mientras que alrededor del 20 % de los rodeos presentaban al menos un animal positivo (20 %) 

64. Si bien el diagnóstico solo evaluaba presencia de antígeno viral, es presumible que la mayor 

parte de los diagnósticos positivos, correspondan a animales PI, dado el periodo de tiempo 

relativamente corto de detección de antígeno en animales transitando una infección aguda. 

Según relevamientos no publicados de nuestro grupo sobre 16 tambos de la provincia de Salta, 

se muestrearon 40 animales por tambo, con un total de 640 muestras entre 2016 y 2018. La 

seroprevalencia fue muy variable, en muestras provenientes de 5 tambos fue 0 % y en otros 5 

tambos fue del 100 %, dando un valor medio de 58,3 %. La presencia media de PI fue de 2,19 

%. En estudios de genotipificación de BVDV provenientes de casos clínicos de la Pampa 

húmeda a partir de los laboratorios de diagnóstico de AZUL e INTA Balcarce (n = 30) y 

aislamientos de BVDV provenientes de lotes de suero fetal bovino (SFB) de la provincia de 

Buenos Aires (n = 50), el genotipo más abunadante fue BVDV-1b con el 79 y 82 % 

respectivamente para cada tipo de aislamiento. El segundo genotipo más frecuente fue BVDV-

1a con el 9 y 5 % respectivamente. El genotipo BVDV-2  tuvo una frecuencia relativa del 13 % 

en ambos tipos de aislamientos62.  

1.9. Inmunopatogenia 

Los virus tienen en general dos estrategias para propagarse en las poblaciones, pueden 

provocar infecciones agudas y producir contagios antes que el huésped logre inmunizarse, o 

bien causar una infección persistente. Los virus que provocan infección persistente cuentan 

con complejos mecanismos de evasión inmune, “se esconden” de la vigilancia del sistema 

inmunitario provocando infecciones lentas o latentes. Ejemplos de estas estrategias son 

utilizadas por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH, del inglés Human 
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Immunodeficiency Virus) o Herpes65. El BVDV es único entre los virus causantes de infección 

persistente, dado que no desarrolla complejos mecanismos de inmunoevasión, sino que 

desarrolla inmunotolerancia, aun manteniendo altos títulos virales. Tanto las infecciones 

agudas como persistentes provocan inmunosupresión y predisposición a otras enfermedades 

del tracto respiratorio como Virus de Parainfluenza Bovina 3, Herpesvirus 1 Bovina, Virus 

Sincicial Respiratorio Bovino, o Pasteurella haemolytica. Se han descrito numerosos efectos 

producidos por el BVDV como decrecimiento en la linfoproliferación, incremento en la 

producción de prostaglandina E2, detrimento en actividad microbicida y migración errática de 

neutrófilos, acompañado de disminución de la secreción de inmunoglobulinas en la circulación, 

disminución de la expresión del complemento y receptores de la fracción constante (Fc) y en la 

producción de quimioquinas, quimiotaxis e inhibición de la formación de leucotrienos49. 

 

1.9.1. Inducción de apoptosis e IFNs  

 

Peterhans y col. en el año 2003 han propuesto que la inducción en la producción de IFN-I por 

parte de Mφ es clave en la persistencia viral, basándose en la observación de que solamente el 

biotipo ncp es capaz de establecer infecciones persistentes, y que en infecciones ex vivo de 

macrófagos (Mφ) solamente el biotipo cp es capaz de inducir la formación de IFN-I49.  

Considerando que la muerte celular inducida por el biotipo cp del BVDV es mediada por 

apoptosis66, los autores señalan además que la habilidad del BVDV ncp en evitar la apoptosis 

podría ser otro mecanismo de evasión inmune y que este mecanismo ocurre por la vía del ARN 

de doble cadena (ARNcd). La formación de ARNcd es un paso indispensable en la replicación de 

virus ARN y no se encuentra en células eucariotas no infectadas. Para demostrarlo, los autores 

trataron Mφ y células de línea de riñón bovino (MDBK) con Poly IC, un ARN sintético de doble 

cadena inductor de apoptosis. Demostraron que la apoptosis inducida por este compuesto es 

abolida por la infección con el BVDV ncp. Sin embargo, el BVDV ncp no es capaz de evitar la 

apoptosis frente a otros inductores como actinomicina D o estaurosporina, ambos inductores 

de apoptosis por vías diferentes al ARNcd, demostrando que la apoptosis podría ocurrir por 

una vía dependiente de ARNcd la cual es neutralizada de forma específica por el BVDV ncp. 

Es interesante señalar que la cantidad de ARN en células infectadas con el BVDV cp es mucho 

mayor que la cantidad presente en células infectadas con virus ncp. Los autores especulan con 

que la mayor parte de este ARN podría ser ARNcd induciendo tanto la producción de IFN-I 

como apoptosis, ambos atributos propios de cepas cp y que no se presentan en el biotipo 
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ncp49. Otros autores encontraron que la proteína no estructural Npro recombinante  en células 

de línea porcina inhiben la apoptosis mediada por Poly IC14. 

En células de línea de mamíferos Louis y col. han expresado la proteína viral NS3 con un vector 

adenoviral comprobando que por sí sola es capaz de inducir apoptosis correlacionada con la 

inducción de caspasas 8 y 967. Esta hipótesis es atractiva porque la proteína NS3 en forma libre 

se encuentra expresada constitutivamente durante todo el ciclo de replicación viral en cepas 

cp, mientras que en el biotipo ncp su producción se restringe a la infección temprana, para 

producir luego una forma no clivada de NS2-325. 

 

1.9.2. Inmunopatogenia de la Infección persistente 

 

El período ventana de la preñez donde el feto es susceptible para el establecimiento de la 

infección persistente podría explicarse por la capacidad del huésped de sintetizar, o ser 

sensible a, IFNs en el período crítico de establecimiento de la infección persistente. Durante la 

gestación temprana, la alta producción de IFN-τ por parte del trofoblasto bovino materno, 

podría explicar que no se establezca la persistencia en períodos tempranos. Este IFN de tipo 1 

previene la luteólisis en el ovario de la vaca, y se sabe que tiene actividad antiviral49. Para 

infecciones producidas después del día 120 de gestación ya habría inducción de IFNs por parte 

del feto. Recientemente Knappek y col. mostraron que los órganos linfoides fetales son 

capaces de inducir genes estimulados por IFN (ISG, del inglés Interferon-stimulated genes) en 

fetos en el día 190 de gestación48. 

Existen dos explicaciones alternativas para el establecimiento de la inmunotolerancia en 

animales PI, que no necesariamente son mutuamente excluyentes. Por un lado, se ha 

demostrado el BVDV inhibe la inducción de IFN-I in vitro, a través de las acciones de la ARNasa 

viral Erns y Npro. Este último degrada además al IRF3, inhibiendo la transcripción de IFN. La 

inhibición de la respuesta de IFN por Npro y Erns permite que BVDV persista y se replique en las 

células productoras de IFN in vitro. En un estudio in vivo Meyers y col. realizaron una  infección 

intrauterina con BVDV mutante para los genes de Npro y Erns sin establecerse la infección 

persistente68. Charleston y col. mostraron que fetos infectados con BVDV ncp durante la 

preñez temprana no inducen la síntesis de IFN, mientras que el biotipo cp (incapaz de 

establecer infección persistente) sí lo produce69. No obstante, otros autores han encontrado 

que se induce una respuesta de inmunidad innata con producción de IFNs durante infecciones 

de fetos in vivo en el contexto de una infección persistente, aunque dicha respuesta no es lo 

suficientemente potente48,70–72.  
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Una explicación alternativa sugiere que durante la génesis de la tolerancia central en el timo 

fetal, no se produce selección negativa de linfocitos autoreactivos porque los antígenos virales 

se encuentran en alta concentración y por ende, son reconocidos como propios, 

estableciéndose tolerancia central al BVDV48. 

Una vez que la infección persistente se encuentra establecida, el BVDV es resistente a los IFNs 

pero estos igualmente son capaces de establecer un estado antiviral frente a otros virus. Este 

modelo altamente selectivo de evasión del sistema de defensa de IFN es capaz de discriminar 

entre lo "propio" (entendiendo a la cepa causante de infección persistente como propia) y lo 

"ajeno", y  puede ser un elemento clave en el éxito de la infección persistente, además de la 

inmunotolerancia iniciada en el momento temprano de la infección fetal73. De este modo, la 

persistencia estaría relacionada tanto con la discriminación entre propio y ajeno por parte de 

elementos de la inmunidad innata, como resistencia a IFNs, así como a elementos de la 

inmunidad adaptativa, como la tolerancia central de células T y B. 

No hay diferencia en conteo de linfocitos en animales PI de células TCD4, TCD8 y células B, 

frente a controles. En animales con MD se reportó un incremento de células B del 20 % en 

animales normales a 35 % y una disminución de linfocitos nulos (probablemente Tγδ) del 50 %. 

Es interesante señalar que en linfocitos aislados de animales PI se desarrolla una respuesta de 

células TCD4 y TCD8 específica frente a BVDV, indicando que la persistencia no está 

relacionada con la presentación del antígeno. El mecanismo principal de tolerancia se debe a la 

tolerancia inducida por células TCD4. La especificidad de la tolerancia es muy alta, dado que 

animales PI pueden responder a cepas homólogas con cambios de un único aa. Esto puede 

explicar la aparición de anticuerpos activos frente a la cepa homóloga que resulta del 

surgimiento de cuasiespecies virales74. Esta es una característica notable, dado que los virus 

presentes en infecciones persistentes presentan mayor tasa de mutación que aquellos 

provenientes de infecciones agudas75. Sin embargo otros estudios señalan total ausencia de 

respuesta frente al repertorio de cuasiespecies virales presentes en el animal PI76, por lo que 

es necesaria mayor investigación en el tema. Charleston y col. reportaron presencia de 

antígenos extracelulares que co-localizan con inmunocomplejos en los centros germinales de 

animales PI, sin detección de anticuerpos circulantes. Este descubrimiento supone la 

generación de respuestas de células B frente a la cepa infectante, que son sin embargo 

silenciadas por mecanismos de tolerancia77. Se ha hipotetizado que la presencia de estos 

inmunocomplejos se debe a tolerancia incompleta de células B y la falta anticuerpos anti BVDV 

a una maduración incompleta de estas células y a una alta concentración de antígenos virales 

solubles52. Bruschke y col. realizaron una súper infección de animales PI con la misma cepa 

causante de la infección pero de biotipo cp, provocando el desarrollo de MD en la mitad de los 
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animales involucrados. Los que no desarrollaron la enfermedad presentaban niveles más altos 

de células Tγδ circulantes previo a la súper infección experimental. Estos animales sin 

embargo, presentaban lesiones similares a las inducidas por MD en abomaso, íleon y  nódulos 

linfáticos mesentéricos. Esto llevó a los autores a especular con que la MD se da normalmente 

en edades superiores a 1 año, por la declinación fisiológica de las Tγδ78.  

 

1.9.3. BVDV y células inmunes bovinas 

 

1.9.3.1. Células presentadoras de antígeno 

 

Las células presentadoras de antígeno (CPA) más potentes del sistema inmune innato son las 

células dendríticas (CD), seguidas por los Mφ y los monocitos (Mo). Los receptores de la 

inmunidad innata reconocen PAMPs asociados a grandes grupos de patógenos diversos, estos 

incluyen ARNcd viral, mananos de la pared celular de levaduras, lipopolisacárido (LPS) de 

bacterias Gram negativas, péptidos formilados, lipopéptidos, peptidoglicanos y ácido teicoico 

de bacterias. Estos PAMPs son reconocidos por los receptores de patrones moleculares (PRR, 

del inglés pattern recognition receptors). Los PRR se encuentran en la superficie celular, en los 

endosomas y en el citoplasma. Entre estos PRR están los receptores de membrana 

citoplasmática o endosomal tipo toll (TLR, del inglés toll-like receptors), los receptores de 

lectinas tipo C y los receptores citoplasmáticos tipo NOD y tipo RIG-1. 

Durante la infección con el BVDV los Mφ y Mo ven alterados sus PRR, incluida la señalización a 

través de los TLRs79,80. En CPA infectadas por BVDV se encuentra afectada la fagocitosis, 

observándose disminución en la expresión de receptores Fc y C3, los cuales son necesarios 

para la fagocitosis del antígeno52. El antígeno debe ser fagocitado y digerido en péptidos más 

pequeños, para ser presentado en el complejo principal de histocompatilidad (MHC, del inglés 

major histocompatibility complex) de clase II. Luego del reconocimiento del antígeno en el 

MHC-II por el receptor de la célula T se requiere una segunda señal de activación. Esta puede 

provenir de la citoquina interleuquina (IL) IL-12 o correceptores de la familia B7 como (B7-

1/CD80 B7-2/CD86).  

Resultados previos de nuestro grupo demostraron que el BVDV infecta CD demorando 

transitoriamente la presentación del antígeno81. Sin embargo, Glew y col. no encontraron 

diferencias en la presentación en CD80. El efecto sobre las CPA parece depender largamente de 

la cepa infectante y la madurez de la CPA, siendo en general, los Mo los más afectados, y las 

CD las menos afectadas52. Las CD foliculares son longevas y tienen la capacidad de atrapar 
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antígenos y retenerlos en forma nativa en su superficie, constituyendo una gran reservorio de 

virus extra celular para virus como VIH, BVDV, priones, entre otros82. 

 

1.9.3.2. Células T 

 

Las infecciones con el BVDV tienen un impacto principal en los linfocitos del timo y los 

linfocitos foliculares. En un trabajo previo de nuestro grupo se realizó una infección 

experimental con dos cepas ncp de genotipo 2 de diferente virulencia. Ambas cepas indujeron 

leucopenia que se prolongó hasta 15 días, dependiendo de la virulencia de la cepa infectante22. 

Brodersen y col. realizaron una infección experimental con la cepa ncp NY-1, causando 

depleción de linfocitos TCD4 y TCD8 en el timo y de células B en las placas de Peyer83. 

Teichmann y col. indujeron MD en infecciones experimentales en terneros, observando 

cambios estructurales en Placas de Peyer y depleción masiva de céulas T84. Otros reportes de 

Infecciones experimentales con cepas de baja virulencia indujeron bajos niveles de depleción 

en el timo, en los folículos de las amígdalas y las placas de Peyer, viéndose repoblados dentro 

de los 12-15 dpi, sugiriendo una relación entre virulencia de la cepa infectante y depleción52. 

En un modelo de infección experimental intra-bronquial con una cepa cp donde se realizó una 

infección y se repitió 31 días después, se observó un incremento de hasta 200 veces en el 

número de linfocitos broncoalveolares (BAL) para el día 10 post infección85. Este trabajo se 

contrapone al resto de los reportes donde la infección provoca leucopenia. No obstante se 

utilizó una cepa cp que no es lo que ocurre en infecciones a campo. La leucopenia puede 

suponer otro factor predisponente a infecciones secundarias y al entorpecimiento de la 

respuesta inmune adaptativa. 

Para comprender el rol de los distintos subconjuntos de células T en respuesta a la infección 

con el BVDV, Howard y col. depletaron las distintas subpoblaciones de células T con 

anticuerpos dirigidos contra TCD4, TCD8 y Tγδ en distintos grupos experimentales de terneros, 

de modo que a cada grupo le faltara una subpoblación de células T, para estudiar así el 

impacto de la infección con el BVDV en estos animales. Luego se determinó viremia y 

excreción viral. La excreción viral aumentó en el grupo TCD4 negativo mientras que en los 

grupos TCD8 y Tγδ no hubo efecto distinto a los controles, revelando un papel importante de 

las células TCD486. En otro estudio con un candidato vacunal se determinó que esta 

subpoblación también es la que produce IFN-γ, mientras que las CD8 no lo producen87. 

Se han realizado ensayos de linfoproliferación con la subpoblación TCD4 contra las proteínas 

virales NS2-3, NS3, E2, C, Erns y Npro, demostrando que las células TCD4 juegan un papel 
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importante en respuestas de memoria frente a esos antígenos virales. Los animales que fueron 

infectados con cepas cp, presentan una respuesta de 2 a 5 veces más potente que aquellos 

infectados con cepas ncp. Estos resultados indican que las cepas ncp tienen una respuesta 

inmune celular menos importante y con mayor producción de anticuerpos, frente a la 

respuesta Th1 inducida por cepas cp. Este tipo de respuesta se caracteriza por alta actividad de 

IL-4 y alta producción de factor estimulante de células B. Las células T de estos animales 

presentan baja IL-2 y baja producción de IFN-γ. Esta caída en la producción de IFN-γ inducida 

por la infección de BVDV, provoca una merma en la inmunidad celular en respuesta a 

Mycobacterium bovis, lo que puede ocasionar falsos negativos en el test diagnóstico de IFN-γ 

de tuberculosis. En CMSP infectadas con cepas cp también se tiende a inducir alta producción 

de IL-2 y aumento en su receptor (IL2R) lo que también se relaciona con una respuesta Th1, 

frente a ningún aumento inducido por la infección de BVDV ncp52. 

El rol de las células Tγδ en la infección con el BVDV no se encuentra muy estudiado. En 

rumiantes estas células son más numerosas que en otros mamíferos llegando a representar 

hasta el 60 % de los linfocitos en los neonatos. La proporción decrece con el desarrollo del 

animal, representando un 30 % en el año de vida y un 10 % en animales adultos. Su función se 

relaciona más con las de las células asesinas naturales (NK, del inglés natural killer) de la 

inmunidad innata. Un estudio sugiere que serían importantes en el control de la MD en 

animales PI78 

En cuanto al papel de las células TCD8, en ganado seropositivo las células CD8 producen IL-2 e 

IFN-γ hasta 9 meses después de la infección. No obstante, su número es pequeño, dado que se 

requieren cultivos prolongados en ensayos de linfoproliferación para detectarlas52. 

Otro estudio examinó el efecto de una vacuna pentavalente en terneros de 3 grupos etarios 

con anticuerpos maternales frente al BVDV. Los 3 grupos desarrollaron respuestas protectoras 

frente al desafío 3 meses después. La respuesta fue de células TCD8, TCD4 y Tγδ. No se 

detectaron anticuerpos circulantes en ningún animal88.  

1.9.3.3. Células B y anticuerpos 

Los ensayos que analizan la variación en el número de células B circulantes son muy variables 

dependiendo de la cepa utilizada. En el mismo modelo de infección intra bronquial con cepa cp 

previamente citado, el aumento de células B en el espacio BAL aumentó hasta 100 veces tras 

segundo desafío85.  
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En general con cepas ncp de alta virulencia ocurre depleción importante de linfocitos B en 

nódulos linfáticos y en placas de Peyer, observándose esto último también en el contexto de la 

MD. Los Mφ positivos para BVDV y células estrelladas son predominantes en estos folículos 

depletados de células B. Hay también un aumento de la proliferación de células B dentro del 

área cortical del nódulo linfático en las primeras etapas de infección, por tanto, la caída en el 

número de linfocitos no es por falta de proliferación sino por un exceso de apoptosis52. Estos 

Mφ y células estrelladas podrían estar involucrados en la depleción de células B, no obstante 

presentaron niveles muy bajos de TNF-α e IL-1β, 2 conocidos mediadores proapoptóticos89. 

La presencia de anticuerpos neutralizantes aparece más pronto y más potente inducida por 

infección por cepas ncp que por cepas cp. Puede existir excreción viral por fluidos nasales aun 

en animales con anticuerpos en suero frente al mismo virus. Un estudio de 5 años indicó un 

aumento de 5 a 7 veces en el título de anticuerpos neutralizantes frente a BVDV 1 y 2, pero la 

incidencia de la enfermedad no decreció en ese periodo, indicando una capacidad limitada en 

el control de la enfermedad90.  

En un estudio con 20 terneros alimentándose con calostro con anticuerpos frente al BVDV, los 

animales tardaron 5.5 ± 1.7 y 6.1 ± 1.6 meses en volverse seronegativos para BVDV-1 y BVDV-2 

respectivamente91. Los anticuerpos calostrales son capaces de bloquear por completo la 

detección del virus, incluso en animales PI. En estos, la seronegatividad llega mucho antes que 

en los animales no infectados, no detectándose anticuerpos neutralizantes frente al virus entre 

las 4 y 5 semanas59.  

 

1.10. Los macrófagos 
 

Los Mφ, junto con los Mo sanguíneos y las CD, comprenden un linaje de células 

mononucleares que se origina a partir de progenitores mieloides comunes. Durante el 

desarrollo normal y en varios procesos fisiopatológicos, los Mφ residentes en tejidos se 

diferencian en gran medida a partir de los Mo circulantes y se auto-renuevan localmente a 

partir de Mφ de origen embrionario92. Los Mφ se distribuyen ampliamente en el organismo, 

donde se reúnen con células de diferentes tejidos y reciben distintos nombres de acuerdo a su 

ubicación anatómica, como microglia en el cerebro, células de Langerhans en la dermis, células 

de Kupffer en el hígado, Mφ alveolares en los pulmones, etc93.   

Los Mφ son células centrales de la inmunidad innata que orquestan diversos procesos 

ontogénicos, fisiológicos y patológicos de carácter infeccioso y no infeccioso. Se caracterizan 

por presentar una considerable diversidad y plasticidad, realizando funciones de defensa del 
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huésped e inflamación, funciones de reparación y remodelación del tejido. El descubrimiento 

inicial de los Mφ se centró en su actividad fagocítica, que es importante para la defensa del 

huésped contra la infección y para el mantenimiento de las funciones de "limpieza", como la 

eliminación de células apoptóticas y la remodelación de la matriz extracelular. La acumulación 

de datos ha revelado que los Mφ desempeñan un papel valioso en la ontogenia, el 

metabolismo sistémico, la adaptación al frío, la homeostasis y el desarrollo de los tejidos, la 

patología de la inflamación crónica, el cáncer, los trastornos cardiometabólicos y la 

neurodegeneración94. 

Las principales actividades biológicas de los Mφ además de la fagocitosis, incluyen la 

presentación de antígenos y la producción de moléculas antibacterianas y enzimas que 

remodelan la matriz extracelular. Los Mφ atraen y activan a otras células del sistema 

inmunitario adaptativo, en particular las células T a los sitios de inflamación. Además, los Mφ 

son poderosos productores de citoquinas y quimioquinas que están involucradas en la 

respuesta inmune y el inicio de la inflamación. Finalmente, los Mφ pueden detectar el 

momento en que finaliza una lesión y, por lo tanto, iniciar el proceso de resolución de la 

inflamación y el control de la fase de curación, restableciendo la homesotasis94.  

 

1.10.1. Perfiles de macrófagos 

 

Los Mφ responden a las señales presentes en el microambiente tisular, (por ejemplo, 

productos microbianos, señales de daño celular, linfocitos activados, etc.) adquiriendo 

distintos fenotipos funcionales. Los Mφ pueden experimentar una activación clásica M1 

(respondiendo a señales proinflamatorias, ligandos de TLR, IFN-γ), o bien activarse 

alternativamente como Mφ-M2 (respondiendo a IL-4, IL-13, IL-10)95. 

El fenotipo M1 se caracteriza por la expresión de altos niveles de citoquinas proinflamatorias, 

altos niveles de producción de especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen 

species) y del nitrógeno (RNS, del inglés reactive nitrogen species), inducción de la respuesta 

Th1, actividad microbicida y tumoricida. En contraste el perfil M2 está involucrado en la 

respuesta antiparasitaria, remodelación del tejido, progresión de tumores y funciones 

inmunoregulatorias. Se caracterizan por tener aumentada la actividad fagocítica, alta 

expresión de receptores carroñeros (conocidos como “scavenger”, del inglés), receptores de 

manosa y galactosa, producción de ornitina y poliaminas a través de la vía arginasa. Las señales 

como IL-10, hormonas glucocorticoides, y moléculas liberadas por células apoptóticas, inducen 

también perfiles fenotípicos que se encuentran dentro del espectro M295. 
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La plasticidad y la flexibilidad son características clave de estas células. La evolución de la 

fisiopatología se asocia con cambios dinámicos en los Mφ, desde un perfil funcional 

proinflamatorio M1 de eliminación del patógeno, hacia un perfil M2 asociado a la 

remodelación del tejido y restablecimiento de la homeostasis95. Aun no es claro si estos 

mecanismos de cambios son producto del reclutamiento de precursores monocíticos 

circulantes, o bien si se trata de la educación de las células in situ. Recientemente se ha 

sugerido que las células T especializadas o polarizadas también exhiben cierta flexibilidad y 

plasticidad95. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Representación esquemática de los perfiles funcionales de Mφ. Los Mφ activados 
clásicamente M1 son inducidos por LPS o agonistas de TLRs. El repertorio inflamatorio se caracteriza por 
la secreción de mediadores proinflamatorios y la liberación de ROS y RNS. En contraste, la activación 
alternativa de Mφ M2 cubre un espectro continuo cuyo común denominador es la actividad arginasa. 
Tomado de Benoit y col.

96
. 

 

 

Es importante destacar que la concepción sobre la polarización de Mφ ha ido cambiando en el 

tiempo. Mills y col. en el año 2000 fueron los primeros en proponer los perfiles funcionales de 

activación clásica M1 en Mφ proinflamatorios y un perfil de activación alternativa M2 con 

funciones de reparación y remodelación del tejido, emulando la conocida clasificación Th1 y 

Th297. Desde entonces, y con el aporte de nuevos datos, el panorama se fue complejizando 

cada vez más, al punto de que se habla de Mφ M3, M4 y M5 cada cual con diferentes subtipos 

y particularidades de cada tejido tejido98–100. Además, los diferentes tipos de tumores tienen 

Mφ asociados específicos, con un perfil inmunosupresor que promueven su crecimiento101. 

Hoy está claro que los Mφ M1 y M2, representan los extremos de una realidad compleja y hay 
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quienes proponen una revisión exhaustiva de la clasificación M1-M2102, o bien, abandonar por 

completo este paradigma103. No obstante, aún se sigue utilizando esta clasificación y es útil 

para entender el perfil funcional de los Mφ, independientemente de las particularidades del 

tejido o el estado fisiopatológico. 

La expresión de citoquinas y marcadores en los perfiles definidos como M1 y M2, también es 

variable en distintos trabajos. Dado que la actividad arginasa y la producción de óxido nítrico 

(NO, del inglés nitric oxide) compiten por el mismo sustrato, y que las rutas se inhiben 

mutuamente, existe cierto consenso en la utilización de la producción de NO y la actividad 

arginasa como marcadores comunes que definen netamente el perfil M1 y M2 

respectivamente, independientemente del subtipo dominante96,104–107 (Figura 6). 

Una red de moléculas de señalización, factores de transcripción, mecanismos epigenéticos y 

reguladores post-transcripcionales subyace a las diferentes formas de activación de Mφ. Las 

vías de señalización canónica Transductor de Señal y Activador de Transcripción (STAT, del 

inglés Signal Transducer and Activator of Transcription) y del IRF son activadas por IFNs y TLRs 

hacia el fenotipo M1 a través de STAT1/STAT1 o por IL-4 o IL-13 a través de STAT6/STAT6. Los 

Mφ-M1 aumentan positivamente IRF5 el cual es esencial para la inducción de citoquinas 

proinflamatorias como IL-12, IL-23 y TNF-α, responsables de respuestas Th1 y Th17. El 

homodímero STAT6, activa los típicos genes M2 como el receptor de manosa. IL-10 activa el 

fenotipo tipo-M2 a través de la vía STAT395.  

Además de estas vías canónicas se ha visto que los IFN-I pueden inducir el estado M2 a través 

de STAT3/STAT3 y STAT6/STAT6. Sang y col92. proponen que los Mφ podrían tener una 

regulación dinámica de la proporción relativa de proteínas STAT correspondientes a su 

ubicación tisular y fenotipos funcionales, y que los IFN puedan desempeñar un papel dual en la 

polarización M1 y M2, así como para la inducción del estado antiviral. Teniendo en cuenta la 

estimulación antiviral canónica y todas las demás vías de señalización que conducen a las 

características típicas de M1 y M2, los autores proponen un estado de polarización mediado 

por IFN-I, que daría como resultado un estado antiviral correspondiendo con una forma 

operativa relativamente independiente de los estados M1 o M2. 

 

1.10.2. Macrófagos y su implicancia en la inmunopatogenia 

 

La activación de Mφ se ha reportado en enfermedades inflamatorias y autoinmunes. En lupus 

eritematoso sistémico se ha demostrado que el defecto en la fagocitosis de células 

apoptóticas, activación aberrante y desbalanceo de activación de Mφ participan en la 
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patogénesis108. En artritis reumatoide, la principal fuente de citoquinas proinflamatorias (TNF-

α, IL-1β, IL-12p70) proviene de los Mφ sinoviales de las articulaciones, cuyo número 

correlaciona con la severidad de la enfermedad inflamatoria95. 

Los Mφ-M1 son generalmente considerados responsables por la resistencia contra los 

patógenos intracelulares Listeria monocytogenes, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, 

así como las etapas tempranas de infección con Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium 

ulcerans y Mycobacterium avium. La inflamación descontrolada provocada por el perfil M1 

asociada con la infección con Escherichia coli o Streptococcus sp. causa gastroenteritis, 

infecciones del tracto urinario, meningitis neonatal y sepsis. El cambio entre M1 y M2 

observado durante la transición de infección aguda a crónica, puede favorecer a patógenos 

que desarrollaron estrategias para interferir con la actividad microbicida. La inflamación 

crónica y la formación de granulomas se caracteriza por la formación de Mφ con morfología 

epitelial que se fusionan, dando lugar a células gigantes multinucleadas (CGM). Es probable 

que la regulación positiva de E-cadherina, que participa en la adhesión homotípica entre 

células esté involucrada en la formación de CGM. La función de las CGM continúa sin 

establecerse95. 

La inflamación relacionada con el cáncer se caracteriza por el reclutamiento del linaje 

monocítico al tejido tumoral, lo cual condiciona el nicho pre-metastásico. Los Mφ-M1 tienen 

actividad antitumoral. En varios modelos de carcinogénesis en ratones, la asociación del tumor 

se ve favorecida por el cambio de M1 a M2, promoviendo un ambiente angiogénico de 

remodelación y crecimiento del tejido. Se ha reportado que la activación de Mφ a través de 

Th1 contribuye a la eliminación de hepatocitos senescentes que de subsistir provocan 

carcinogénesis. Es probable que los Mφ activados M1 contribuyan a la eliminación y a fases de 

equilibrio durante el progreso del tumor. En estadios tardíos de tumores en ratones y 

humanos los Mφ asociados a tumores (TAMs, del inglés Tumor Associated Macrophages), 

normalmente tienen un perfil tipo M2, con alta expresión de IL-10, baja IL-12 y baja actividad 

tumoricida. No obstante, distintos perfiles pueden coexistir en un mismo tumor. Los linfocitos 

son orquestadores de las funciones de los TAMs, pero las vías de regulación difieren en 

tumores originados en distintos órganos. Por ejemplo, un detrimento en la función M1 se 

observó en el cáncer de piel, y esta es mediada por la producción de IL-4 por células Th2. Los 

fibroblastos pueden también promover polarización hacia M2 de los Mφ. Los productos de 

células tumorales incluyendo componentes de la matriz como IL-10, CSF-1, y quimioquinas 

(CCL2, CCL18, CCL17, and CXCL4), moldean a los Mφ hacia un perfil M2, promoviendo el 

crecimiento del tumor95. Si las células no sufren un entranamiento anamnésico, los fenotipos 

polarizados son reversibles tanto in vitro como  in vivo. En un ensayo clínico en pacientes con 
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cáncer ovárico, el tratamiento con IFN-γ activó la función tumoricida en TAMs provocando 

evidencia inequívoca de respuesta clínica109. En un modelo de adenocarcinoma ductal 

pancreático, anticuerpos agonistas de CD40 promueven un efecto notable antitumoral 

aumentando la expresión de marcadores M1 (MHC-II y CD86) en Mφ110. 

En infecciones experimentales con parásitos se observa que los Mφ generalmente transitan un 

cambio dinámico hacia M2. La infección temprana con Taenia crassiceps se caracteriza por 

presencia de Mφ-M1 impulsado por células Th1, mientras que la infección tardía se caracteriza 

por un perfil Mφ-M2 dirigido por IL-4. Una dinámica similar de cambio hacia M2 se ha descrito 

también en la infección por Schistosoma mansoni y Trypanosoma congolense. En la infección 

crónica por T. crassiceps la subunidad p50 de NF-κβ, promueve el perfil protector M2 asociado 

a la caída de carga parasitaria. La asociación entre el perfil M2 no implica necesariamente una 

relevancia en la patogénesis95. Por ejemplo, en ratones deficientes para el receptor de IL-4α la 

infección con S. mansoni, se ve agravada, pero no hay efecto en la infección por 

Nippostrongylus brasiliensis111. 

 

1.10.3. Macrófagos e infecciones virales 

 

Los virus deben afrontar varios desafíos para no desaparecer. Una vez que ingresaron al 

huésped deben infectar células permisivas, evitar la respuesta inmune, replicar sus genomas y 

persistir, generando mecanismos para infectar un nuevo huésped. Para constituir un 

reservorio viral las células deben cumplir las siguientes características: tener una vida lo 

suficientemente larga para permitir la replicación, ser capaces de evitar la apoptosis y la 

respuesta inmune, y tener interacciones con otras poblaciones celulares. Algunas células 

tienen estas características de manera inherente, pero otras pueden transformarse y 

adaptarse mediante una infección viral. Los Mo por definición son células que no se dividen, 

con una vida media corta que causa una replicación viral generalmente deficiente. Los Mo se 

diferencian continuamente de precursores de médula ósea y entran en la circulación donde 

pueden exponerse a partículas virales. Presentan un amplio repertorio de receptores en la 

superficie celular y alta actividad fagocítica, que puede ser aprovechada por los virus94.  

De acuerdo con un programa genético interno, después de tres días de circulación en los vasos 

sanguíneos, los Mo pueden diferenciarse en Mφ tisulares o seguir la programación biológica y 

sufrir apoptosis. Los virus pueden modular la apoptosis y prolongar la vida de la célula para 

evitar la degradación y replicarse de manera efectiva en un organismo. Provocan cambios en la 

polarización celular, ocultan receptores virales de la superficie celular y alteran la expresión de 
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quimioquinas/citoquinas, lo que dirige la diferenciación celular hacia Mφ de larga vida, 

favoreciendo la migración a los tejidos donde se convierten en células residentes infectadas. 

Este es el modelo conocido como “Caballo de Troya”, otorgándole a los virus la posibilidad de 

diseminarse a través de todos los órganos y tejidos, incluido el cerebro, formando reservorios 

estables y duraderos que pueden incrementar la producción de nuevas partículas virales en 

condiciones favorables para la reactivación94. 

Los Mφ pueden entonces interactuar activamente con otras poblaciones celulares a través de 

contactos directos de célula a célula, proporcionando una base para la diseminación del 

virus94. Además, los Mo/Mφ pueden estar involucrados en la transmisión vertical del virus de 

una madre infectada al feto en desarrollo en el útero, como es el caso BVDV, o del virus Zica, 

otro representante de la familia Flaviviridae112. 

 

1.10.3.1. Mecanismos de entrada de los virus a los Macrófagos 

 

Después del contacto inicial con la superficie celular, los virus pueden penetrar en la célula a 

través de endocitosis, fagocitosis, macropinocitosis o fusión de membranas. Se puede suponer 

que la vía de captación y el tipo de receptores involucrados son el primer paso de adaptación 

necesario para la supervivencia próspera de los virus. La endocitosis es una forma de 

transporte de moléculas mediada por clatrina que se inicia tras la unión del virus con un 

receptor celular. La fagocitosis es un tipo de endocitosis que implica la formación de vesículas 

dependientes de actina. La macropinocitosis es un proceso endocítico de captación no 

selectiva de líquido extracelular, que puede inducirse tras la activación de las vías de 

señalización del factor de crecimiento y también puede ser aprovechado por varios virus94. 

Los receptores y las proteínas involucradas en las interacciones virus-huésped definen los 

próximos pasos del ciclo de vida viral. Para la entrada mediada por receptores, los virus 

pueden emplear receptores no específicos, donde un virus accede a una amplia gama de 

poblaciones celulares, o bien presentar interacciones altamente específicas entre el virus y los 

receptores de la superficie celular. Esta estrategia a menudo está acompañada por procesos de 

inmunomodulación, donde un virus infecta un conjunto limitado de células diana; 

determinando el tropismo de la infección viral. Varios virus utilizan receptores clásicos y 

proteínas transmembrana que están ampliamente representadas en las células y no están 

restringidas a la población de Mo/Mφ permitiendo que los virus infecten una amplia gama de 

células blanco94.  
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Los ácidos siálicos están altamente conservados y son abundantes en prácticamente todas las 

células, lo que los convierte en un receptor viral frecuente. El RSV utiliza las glicoproteínas de 

hemaglutinina en su superficie para unirse directamente a los ácidos siálicos de los eritrocitos 

como un primer paso de la interacción del virus que ayuda a evitar la respuesta inmune y 

permite la propagación dentro del organismo. Varios virus como el VIH, Citomegalovirus (CMV) 

y RSV entre otros utilizan proteoglicanos de sulfato de heparán, que se consideran como un 

receptor de superficie celular no específico en función de sus interacciones con los motivos 

positivos de las proteínas virales. El sulfato de heparán participa ayudando tanto a la unión 

como a la entrada viral. La fosfatidilserina juega un papel valioso en la señalización del ciclo 

celular, específicamente en relación con la apoptosis. En la membrana viral, la fosfatidilserina 

imita los fragmentos de membrana generados durante la apoptosis celular, lo que conduce al 

reconocimiento de Mφ y la internalización por macropinocitosis, que luego conduce a su 

infección y permite el escape inmune. La redundancia y la conservación de los receptores 

determina el tropismo viral, la propagación y la patogenia de la enfermedad94. 

Otros virus se unen a cofactores específicos: VIH utiliza CD4 y correceptores CXCR4/CCR5 o 

receptor de manosa humana tipo C1 (hMRC1, del inglés human Mannose Receptor C-type 1) e 

integrinas β1/β3 y TLR3/TLR9 para CMV. La captación de VIH-1 mediada por hMRC1 por los 

Mφ no conduce a una infección productiva en estas células, pero facilita la transmisión del 

virus a las células T, lo cual es importante para la diseminación del virus y el establecimiento de 

la infección. Además del escenario de entrada clásico que utiliza receptores de la superficie 

celular y la posterior endocitosis, macropinocitosis o fusión de membranas para la entrada a la 

célula, algunos virus infectan Mφ a través de la fagocitosis de Mφ apoptóticos que fueron 

previamente infectados por ese virus94. 

 

1.10.3.2. Modulación de los macrófagos promovidas por infecciones virales 

 

La capacidad de los Mφ para establecer la inflamación y restituir la homeostasis puede ser 

modulada y utilizada por los virus para propagar y establecer la infección. Los virus pueden 

utilizar la programación inflamatoria tanto aguda como crónica de los Mφ para su 

diseminación, replicación y supervivencia. Las células polarizadas M1 son susceptibles a los 

virus y reclutan otras poblaciones celulares al sitio de la inflamación, lo que favorece la 

transmisión y diseminación del virus. Por el contrario, los Mφ-M2 están involucrados en 

enfermedades crónicas y aseguran la permisividad y la distribución tisular de los virus, 
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formando un reservorio de infección de por vida capaz de activarse y reponerse en 

condiciones propicias94. 

En general, los virus monocitotrópicos han desarrollado dos mecanismos para evitar 

respuestas inmunitarias potentes mediadas por la polarización adecuada de los Mφ. El primero 

es adaptarse directamente a la polaridad favorable existente de la activación de los Mφ y el 

segundo es modular activamente el estado desfavorable de la polarización de los Mφ92. De 

acuerdo con los intereses del huésped lo conveniente sería promover una respuesta de Mφ-

M1 o Mφ-antivirales, lo cual conlleva la capacidad de inactivar al virus y la activación de una 

respuesta inmunitaria secuencial efectiva. Con frecuencia los virus desarrollan estrategias para 

promover el perfil M2. Una manera de lograrlo es mediante la citoquina reguladora IL-10. Se 

ha demostrado que varios virus aumentan la expresión de IL-10 del huésped. Otros virus más 

autónomos como herpesvirus, aloherpesvirus y el virus de la viruela codifican una proteína 

funcional ortóloga de IL-10, llamada IL-10 viral92. 

Stevenson col.113 plantearon una hipótesis para el CMV humano (HCMV, del inglés Human 

Cytomegalovirus) en la modulación de Mo/Mφ según la cual, el virus promueve un tipo de 

célula "finamente afinado", donde los Mo/Mφ existen en algún lugar a lo largo del continuo 

M1/M2 que se necesita para la propagación, replicación y persistencia viral. El HCMV impulsa 

la expresión simultánea de moléculas asociadas a M1 (IL-6, TNF-α, CD86) y a M2 (IL-10 y 

CD163). El HCMV probablemente emplea marcadores y quimioquinas asociados a M1 para 

promover la activación proinflamatoria de Mφ infectados. Esto asegura una elevada motilidad 

celular, migración y reclutamiento de Mo. Al mismo tiempo, el HCMV utiliza marcadores de 

Mφ y quimioquinas asociados a M2 para silenciar los efectos dañinos para los tejidos de la 

respuesta proinflamatoria y cualquier posible respuesta antiviral94. 

Otro ejemplo de diseminación viral por Mφ ocurre con el virus del Zika, en Mφ de la placenta 

humana, llamados células de Hofbauer. El virus se replica en los Mφ durante al menos 96 

horas después de la infección in vitro, lo que conduce a una inducción mínima de citoquinas y 

quimioquinas proinflamatorias y expresión de genes antivirales, con una muerte celular 

mínima. Como resultado se observa una respuesta inmunitaria débil que prolonga la infección 

del virus y la persistencia en los tejidos. Los Mφ infectados muestran una fuerte activación del 

Factor Inhibidor de la Migración, lo que conduce a una mayor capacidad de migración de las 

células infectadas y puede aumentar la capacidad del virus para promover su diseminación y 

cruzar la barrera placentaria94. 

Todas estas evidencias muestran que los virus manipulan la biología celular de los Mo/Mφ 

para utilizarlos como vehículo para la diseminación, promover la persistencia a largo plazo 

dentro de los tejidos infectados y permitir la replicación del virus en condiciones favorables94. 
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Una estrategia típica de los virus altamente patogénicos es la de promover un perfil M1 

asociado con una potente inflamación, lo cual promueve la diseminación viral, a través de los 

linfocitos y Mo reclutados y causa muerte celular masiva a través de la infección. Este es el 

caso de SARS-Cov2 asociado a la producción de la comúnmente denominada “tormenta de 

citoquinas”114. Este estado de “superinflamación” de los Mφ probablemente acabe 

provocando más daño sobre los propios tejidos que ejerciendo una respuesta antiviral 

efectiva. Faltan estudios que den cuenta del auténtico fenotipo de estos Mφ 

“superinflamados” y cuanto difieren de los típicos Mφ-M1, no obstante parecen corresponder 

con la polarización Th17, la misma que se induce durante una infección con Micobacterias92.  

Los Mφ porcinos infectados por el Pestivirus CSFV mostraron un aumento en el marcador M2 

arginasa-1 y una disminución en la producción de NO, lo que indica una polarización M2. A 

este respecto, la infección en Mφ por el Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo 

Porcino (PRRSV, del inglés Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus), estimuló la 

producción de IL-10 y el fenotipo de Mφ del espectro M2. En particular, el estado mediado por 

IL-10 fue significativamente más permisivo a la infección por PRRSV92. 

Resumiendo, los virus monocitotrópicos pueden modular el fenotipo de los Mφ mediante 

distintas estrategias, (i) induciendo depleción masiva de Mφ, inflamación exacerbada 

promovida por “tormenta de citoquinas”, reclutamiento de células al sitio de infección y 

diseminación viral, (ii) Interferencia en el patrón de citoquinas secretado, promoviendo IL-4, IL-

10 y otros mediadores anti-inflamatorios, o induciendo la secreción de IL-10 virales (iii) 

interfiriendo en la producción y señalización de IFNs e impidiendo el establecimiento del 

estado antiviral (iv) mediante la producción de micro-ARN que interfieren en el fenotipo de los 

Mφ. La frecuente aparición de monocitotropismo en infecciones virales y los mecanismos 

virales relacionados en la regulación de la polarización de los Mφ implican un papel esencial en 

la interacción virus-huésped y los resultados de la enfermedad92. 

 

1.10.3.3. Macrófagos durante la preñez y el periodo neonatal 

 

La vulnerabilidad a las infecciones virales es mucho mayor en los recién nacidos que en los 

adultos. Las infecciones virales adquiridas en etapas tempranas de la vida a menudo se asocian 

con una mayor tasa de replicación viral, un mayor riesgo de infección persistente (crónica) y 

una enfermedad más grave en comparación con las adquiridas en etapas posteriores de la 

vida115. 
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La inmunidad fetal y neonatal se adapta a la supervivencia intrauterina y facilita la protección 

postnatal contra patógenos extracelulares; sin embargo, existe una mayor susceptibilidad a los 

patógenos intracelulares como los virus. Durante la ontogenia se desarrolla una continua 

remodelación tisular y angiogénesis. Las células monocíticas fetales y neonatales tienen un 

fenotipo alternativo con mayor expresión de receptores carroñeros (CD36 y CD163) y 

receptores Fc (FcγRI y FcγRII), así como receptores de citoquinas/quimioquinas CD115, CD116 

y CX3CR1, pero menor expresión de CCR2 y CCR5 que las células adultas homólogas. Con o sin 

estimulación mediante PAMPs, las células monocíticas neonatales producen niveles más bajos 

de citoquinas Th1, incluidas IFN-γ e IL-12 (que respaldan la eliminación de patógenos 

intracelulares), pero niveles más altos de citoquinas inmunosupresoras como IL-10 y TGF-β. Sin 

embargo, el estímulo mediante PAMPs induce a las células fetales para que produzcan 

concentraciones adultas de IL-1β, IL-6 e IL-23, que favorecen la diferenciación de células Th17 

y la eliminación de patógenos extracelulares115. Otros factores, como la adenosina y otras 

moléculas solubles en el plasma neonatal, parecen sesgar aún más este medio de citoquinas, 

que conduce a las células monocíticas hacia un estado tipo M2, vulnerable a la infección viral 

en los primeros años de vida92. 

Los  Mφ están presentes en todos los compartimentos materno-fetales, incluidos la placenta y 

el endometrio, y un embarazo exitoso requiere que el estado de activación de estos Mφ útero-

placentarios permanezca regulado durante todo el embarazo115. Se ha reportado que los Mφ 

útero placentarios tienen un estado pro-M2 para facilitar el desarrollo fetal. La modulación de 

la polaridad de los Mφ por parte de agentes infecciosos puede afectar los resultados del 

embarazo115. En el caso de BVDV, como se mencionó antes, la infección persistente se 

establece en fetos en desarrollo, pero el papel de la polaridad de los Mφ en este contexto no 

ha sido estudiado. 

Claramente, algunos virus son patógenos exitosos que han evolucionado para aprovechar el 

estado pro-M2 para establecer infecciones en algunos sitios inmunoprivilegiados, como el 

cerebro y la placenta; o para aprovechar ciertos procesos, como el desarrollo fetal92. 

 

1.10.4. Macrófagos bovinos 

 

El cultivo de Mφ bovinos ex vivo ha sido ampliamente utilizado por investigadores para 

estudiar su fenotipo y funciones. Se han purificado Mφ bovinos por canulación de vías 

linfáticas aferentes116, de la ubre117, de médula ósea118–120, o de lavados alveolares121–124. Estas 

técnicas son invasivas (purificación por las vías linfática), o bien conllevan a la muerte del 
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animal. La utilización de Mφ-Mo es una técnica de elección ampliamente utilizada en cultivos 

primarios de Mφ bovinos. Existen dos técnicas principales para purificar Mo que se describirán 

más adelante. Ambas técnicas purifican Mo bovinos de sangre periférica para luego 

diferenciarlos a Mφ-Mo ex vivo116,125–131. Se han descrito 3 poblaciones de Mo en bovinos 

basados en el balance de expresión de CD14 y CD16. Con Mo clásicos que representan casi el 

90 % de la población de Mo circulantes (CD14+/CD16-), Mo intermedios (CD14+/CD16+) y Mo no 

clásicos (CD14−/CD16+). Se ha propuesto que los Mo abandonan la médula ósea como Mo 

clásicos y si permanecen en la circulación se diferencian a Mo intermedios132. Para la obtención 

de Mφ-Mo bovinos, los Mo son cultivados por tiempos variables en presencia de distintos 

estímulos como por ejemplo el Factor estimulante de colonias de granulocitos y Mφ (GM-CSF, 

del inglés Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor)133,134, o bien GM-CSF, IL-4, y el 

ligando de tirosina quinasa 3 tipo FMS (Flt3L, del inglés fms like tyrosine kinase ligand)116, o se 

siembran en un medio rico aa135, o bien se siembran sin ningún estímulo adicional136,137 

Montoya y col. caracterizaron exhaustivamente a Mφ-Mo en sus condiciones de diferenciación 

y cultivo (GM-CSF, IL4, y Flt3L) como Mφ de fenotipo MHCII+ CD11c+ CD11b+ CD205− CD1b+ 

CD14+ CD172a+. Este fenotipo es muy similar, pero no idéntico a los denominados Mφ bona 

fide extraídos de nódulos aferentes y sin ningún cultivo in vitro116. 

Para emular distintos perfiles de Mφ-Mo bovinos in vitro también se utilizan distintos 

estímulos. Por ejemplo, Düvel y col. purificaron Mφ-Mo bovinos y los estimularon con IFN-γ 

seguido de LPS para producir Mφ-Mo de fenotipo M1 y con IL-4 e IL-13 para emular Mφ-Mo de 

un perfil M2117, otros utilizan GM-CSF e IFN-γ para inducir Mφ M1, e IL-4 para inducir el 

fenotipo M2138 o IFN-γ y/o LPS para inducir Mφ-Mo M1, o bien IL4 e/o IL-13 para inducir un 

perfil M2139. 

La caracterización que se hace de los Mφ bovinos, independientemente de su origen también 

es muy variable. Thirunavukkarasu y col. han utilizado a CD80, CD86 como marcadores M1 y 

CD163 como marcador M2126. Düvel y col. encontraron que Mφ-Mo perfilados como M1, 

muestran una caída en la expresión de CD163, mientras que los Mφ perfilados como M2, no 

producen cambios en este marcador117. Hussen y col. utilizaron a CD163 y MHC-II como 

marcadores M2140, mientras que en un estudio in situ con Mφ bovinos tisulares de intestino 

con un fenotipo M2, se determinó que estos expresaban CD163 y CD206141. Curiosamente, 

Imrie y col. no detectaron cambios en la actividad arginasa y producción de NO (marcadores 

típicos M1 y M2, respectivamente) en Mφ-Mo bovinos perfilados ex vivo con IFN-γ, LPS, IL-4 e 

IL-13, aunque sí detectaron cambios a nivel de la expresión génica139. 
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Como puede verse, la vasta plasticidad fenotípica de los Mφ, hace posible explorar muchas 

alternativas a la hora de producir y caracterizar distintos fenotipos de Mφ in vitro, y el modelo 

bovino no es la excepción. 

 

1.10.4.1. Antecedentes de estudio de BVDV en Macrófagos 

 

1.10.4.1.1. Experimentos ex vivo 

 

Los primeros trabajos de BVDV con Mφ bovinos datan de 1994, del grupo del Dr. Peterhans y 

col. quienes utilizaron Mφ bovinos derivados de médula ósea y realizaron infecciones ex vivo 

con cepas cp y ncp. Ambas cepas redujeron la producción de NO y TNF-α por parte de los Mφ 

infectados. Descubrieron además un factor soluble secretado por Mφ infectados solamente 

con el biotipo cp que era capaz de inducir apoptosis en Mφ infectados o no infectados con el 

BVDV, en presencia de estímulos de origen bacteriano. Descartaron que la inducción de 

apoptosis fuera provocada por IFN-I y especularon con que estos factores solubles pueden 

cumplir un rol importante en la patogénesis de la MD119,120,142,143. Recientemente, Chase y col. 

encontraron factores solubles en sobrenadantes de Mφ-Mo infectados con una cepa ncp de 

BVDV de alta virulencia que provocaron una caída en la fagocitosis y la actividad bactericida de 

Mφ-Mo. Además, estos factores regularon negativamente CD14 y MHC-II en los Mφ-Mo, e 

indujeron apoptosis en linfocitos y en MDBK. Es interesante destacar que ninguno de estos 

efectos se observó en una cepa de baja virulencia. El factor de virulencia no fue identificado, 

sin embargo, no hubo diferencias en los ARNm de los mediadores proapoptóticos IL-1β y TNF-

α ni la citoquina proinflamatoria IL-6144. Burr y col. exploraron el transcriptoma temprano de 

Mφ-Mo adherentes infectados con la misma cepa de biotipo cp y ncp de BVDV. Encontraron 

que la cepa cp regulaba positivamente las familias de quimioquinas CCL and CXCL respecto al 

cultivo sin infectar, mientras que la cepa ncp mostraba el efecto contrario, regulando 

negativamente quimioquinas clave para una respuesta efectiva145. Recientemente se reportó 

también la inducción de IL-1β por parte de Mφ-Mo adherentes infectados con una cepa cp146. 

Estos resultados apoyan la idea que el biotipo cp no es tan eficiente como el ncp en provocar 

una inmunoevasión efectiva en el huésped dado que induce síntesis de IFNs y apoptosis en 

Mφ49,142,143. Recordemos que el biotipo cp solamente se encuentra en el contexto de la MD, 

siendo incapaz de establecer una infección aguda en una situación natural26. En los trabajos 

consultados solamente la cepa ncp de alta virulencia indujo apoptosis en linfocitos (aunque No 

en Mφ) y en células de línea MDBK144. Esta observación ex vivo fue también observada in vivo 
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por nuestro grupo, donde una cepa de alta virulencia provocaba una linfopenia mucho más 

pronunciada y extendida en el tiempo, que una de baja virulencia22.  

También se ha reportado regulación negativa de CD14 (receptor de LPS) y fagocitosis inducidos 

por la cepa cp NADL en Mφ-Mo adherentes infectados ex vivo respecto de los controles sin 

infectar, por lo que el biotipo cp, al menos en esta cepa, es capaz de provocar cierta 

inmunoevasión ex vivo147. 

Schaut y col. demostraron que en Mφ-Mo-adherentes infectados con el BVDV indujeron una 

expresión diferencial de citoquinas proinflamatorias y que esto dependía del biotipo y la 

virulencia de la cepa infectante. Para el biotipo cp y ncp utilizaron la misma cepa que difería en 

una inserción entre las secuencias de NS2/3. Los genes analizados fueron il1β, tnfα, il6, il8, 

il12p40 e il10. El biotipo cp y la cepa de alta virulencia indujeron mayor expresión de todos los 

genes analizados. No obstante, cuando se evaluó la secreción de proteínas IL-1β, IL-6, y TNF-α, 

solamente hubo diferencias en la secreción de IL-6, regulado positivamente por parte de la 

cepa cp, por lo que no siempre existe un correlato entre expresión de genes y secreción 

proteínas. Además, tras estimular a los Mφ-Mo con agonistas de TLR2, TLR4, TLR6, TLR7 y TLR8 

la secreción de TNF-α se vio reducida con todas las cepas y todos los TLR, con excepción de 

TLR7, lo cual probablemente tenga implicancia en la inmunosupresión observada tras 

infecciones bacterianas secundarias79. 

Jungi y col. analizaron la expresión de ARNm de TLR2, TLR3 y TLR4 en Mφ-Mo adherentes 

infectados ex vivo con el BVDV. Mientras que las funcionalidades mediadas analizadas 

(expresión de TNF-α y producción de NO) se vieron afectadas por la infección, los ARNm de los 

TLR analizados no se vio afectada, sugiriendo una disociación entre las funciones mediadas por 

TLR y la expresión de estos ARNm148. 

 

1.10.4.1.2. Experimentos in vivo 

 

Pedrera y col. en el año 2009 utilizaron un modelo in vivo de Terneros Privados de Calostro 

(TPC), para investigar el mecanismo subyacente a la depleción masiva de linfocitos en las 

Placas de Peyer. Descubrieron que la muerte de linfocitos B estaba mediada por apoptosis y 

que la depleción estaba acompañada por un aumento importante de Mφ en los folículos y en 

las áreas interfoliculares. Algunos Mφ mostraban signos de infección viral y actividad 

secretoria y fagocítica, no obstante, en general presentaban valores muy bajos de TNF-α e IL-

1β, por lo que no se los podía relacionar directamente con la apoptosis de los linfocitos B 

foliculares89. El mismo grupo realizó otro experimento en el mismo modelo in vivo de TPC, 
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explorando el rol de los Mφ en el timo. Nuevamente hallaron que la depleción tímica de 

linfocitos era producida por apoptosis, y que estos linfocitos apoptóticos estaban infectados 

con el BVDV, aunque el número de linfocitos infectados permaneció bajo durante todo el 

experimento. En el timo también la depleción estuvo acompañada por un aumento 

considerable de Mφ en corteza y médula y una caída en células productoras de TNF-α e IL-1β. 

Además estos Mφ presentaban alta actividad fagocítica, por lo que probablemente estuvieran 

fagocitando cuerpos apoptóticos provenientes de linfocitos infectados149.  

En otro experimento in vivo se estudió la respuesta de Mφ alveolares a la infección con una 

cepa cp de BVDV. Se estudió la expresión de receptores Fc, expresión del receptor del 

complemento C3, fagocitosis, actividad microbicida y producción de factores quimiotácticos de 

neutrófilos. Todos los parámetros estudiados se vieron reducidos en Mφ prevenientes de los 

animales infectados150. Por lo tanto la cepa cp también es capaz de provocar cierta 

inmunoevasión in vivo dado que interfiere con las funciones de los Mφ alveolares. 

 

Resumiendo, los aspectos más importantes que se recogen de la bibliografía consultada acerca 

de la interacción del BVDV con Mφ bovinos, podemos destacar que las cepas ncp, que son las 

que circulan en el campo y tienen importancia epidemiológica, provocan alteraciones en las 

funciones de los Mφ bovinos ex vivo e in vivo; sin embargo, no existe una evidencia que pueda 

establecer una relación clara entre depleción masiva de linfocitos y la actividad de Mφ. 

Es muy probable que estas alteraciones provocadas en la funcionalidad de los Mφ, jueguen un 

papel importante en la inmunoevasión provocada por el BVDV y la posterior inmunosupresión 

observada in vivo. 

 

1.11. Hipótesis 

 

Con todo lo expuesto anteriormente, la actividad de Mφ de distinto fenotipo y su posible 

relación con la inmunopatogenia provocada por el BVDV se encuentra inexplorada. Este 

trabajo de tesis se plantea, por lo tanto, las siguientes hipótesis: 

 

• El BVDV presenta un tropismo preferencial por células inmunes del linaje monocítico. 

• Algunos fenotipos de Mφ son más susceptibles a la infección por el BVDV. 

• La capacidad del BVDV de modificar el fenotipo de los Mφ podría guardar relación con 

la inmunopatogenia viral.  
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Para contrastar estas hipótesis nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 

1: Establecer el tropismo, la cinética de replicación del BVDV sobre CMSP y la expresión de 

citoquinas inducidas por la infección.  

2: Estudiar la capacidad del BVDV de infectar Mφ-Mo bovinos en cultivos primarios. 

3: Establecer si existen diferencias en la cinética de replicación del BVDV en Mφ-Mo bovinos 

de distinto fenotipo y en la inmunomodulación ejercida por el virus. 

4: Determinar si el comportamiento del virus en los diferentes fenotipos de Mφ guarda 

relación con la inmunopatogenia observada in vivo. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Virus 

La cepa de BVDV utilizada principalmente en este trabajo de tesis es la 98-124, de genotipo 2b. 

Corresponde a un aislamiento de la provincia de Buenos Aires de biotipo ncp caracterizado 

ampliamente in vitro e in vivo por nuestro grupo22. Otras cepas utilizadas se detallan en la 

Tabla M1. 

Cepa Genotipo/Biotipo GeneBank Publicación 

NY-93 2/ncp AF502399.1 Genoma 
completo 

Christiane 
Meyer y col.151 

NY-1 1b/ncp L32879.1 5´UTR parcial Pellerin y col.152 

98-124 2b/ncp JX865428.1 E2 parcial Pecora y col153. 

VS253 2a/cp N/A - Pecora y col153. 

95409 1b/cp JX848362.1 5´UTR Pecora y col153. 

Singer 1a/cp DQ088995.2 Genoma 
completo 

Jones y col.154 

Tabla M1. Detalle y referencias de las cepas utilizadas en este trabajo. 

2.2. Animales 

Los animales utilizados en el experimento en bovinos y para la obtención de muestras de 

sangre para la purificación de células son de raza Aberdeen Angus y provienen del Campo 

Experimental del CNIA – INTA. Todos los animales utilizados eran libres BVDV y del Virus de la 
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Leucosis Bovina (BLV, del inglés Bovine Leukemia Virus) al momento de realizar el 

experimento, sin signología clínica de ningún tipo. 

Los ratones BALB/c se adquirieron en el bioterio de la Facultad de Veterinaria de la UBA. Los 

animales se entregaron con análisis bacteriológicos y parasitológicos negativos y se alojaron en 

el bioterio de la empresa Agropharma Salud Animal S.A. con sede en el partido bonaerense de 

Moreno, en condiciones de temperatura y humedad constantes y controladas (23 ºC – 50 % 

respectivamente) y ciclos de luz y oscuridad de 12 horas con disponibilidad de alimento y agua 

ad libitum. Las jaulas, el alimento y la viruta utilizadas fueron autoclavadas. Se permitió el 

aclimatamiento de los animales durante 10 días previos al inicio del experimento.  

 

2.3. Células 

 

2.3.1. Cultivos de líneas celulares  y medios de cultivo 

 

La línea epitelial MDBK (Madin-Darby bovine kidney) de riñón bovino proveniente de la ATCC 

(American Type Cell Collection) provista por el área de cultivos celulares del IVIT-CONICET, se 

utilizó fundamentalmente para propagar el BVDV, producir bancos de virus y para algunos 

ensayos in vitro. Esta línea crece en el medio MEMD (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

(Gibco) suplementado al 10 % con SFB (Internegocios) (MEMDc). Para realizar los pasajes las 

células son lavadas y despegadas con tripsina ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,25 % 

(Invitrogen). 

Derivada de esta línea MDBK se utilizó también la línea celular MDBKT2 cedida gentilmente 

por el Dr. Bryan Charleston (The Pirbright Institute) para la cuantificación de IFNs como se 

describirá más adelante155,156. 

Para propagar baculovirus se utilizó la línea celular de SF9 derivada de Spodoptera frugiperda y 

la línea SF9-GFP que emite fluorescencia al ser infectada por baculovirus. Ambas fueron 

cedidas gentilmente por el Dr. Oscar Taboga (Instituto de Biotecnología - CICVyA - INTA). 

Derivada también de la línea SF9 se utilizó la línea SF9-BIR para la producción de la proteína E2 

recombinante (E2r) cedida gentilmente por el Dr. Diego Álvarez (Instituto de Biotecnología – 

Universidad Nacional de San Martín (UNSAM)). Estas líneas utilizan el medio TNM-FH (Gibco) 

suplementado al 10 % (TNM-FHc) con SFB (Internegocios). Para realizar pasajes se elimina el 

sobrenadante y se golpea la botella suavemente con las manos para despegarlas. 
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Para producir IFNs recombinantes157 se utilizó la línea HEK293T provista por el área de cultivos 

celulares del IVIT-CONICET. Esta línea utiliza MEMDc para crecer y debe tripsinarse para 

realizar los pasajes. 

Se utilizó la línea RAW 264.7 de Mφ murinos para poner a punto ensayos de fagocitosis de 

bacterias que se describirán más adelante. Esta línea utiliza el medio MEMDc y se desprenden 

de las botellas de cultivo al lavar con buffer fosfato (PBS, del inglés Phospate saline Buffer), de 

esta forma se realizan los pasajes. 

 

2.3.1.1. Producción de bancos celulares 

 

Para disponer de mayor flexibilidad en los ensayos produjimos bancos de trabajo de las líneas 

celulares MDBK, HEK293, MDBKT2, SF9, SF9-BIR y SF9-GFP. 

Procedimiento realizado para las células MDBK, MDBKT2 y HEK293: a partir de un cultivo de 

bajo número de pasaje, crecido en botellas de cultivo (Greiner CELLSTAR®) con una confluencia 

de 70 – 80 %, se elimina el sobrenadante, se lava con PBS y se incuba con tripsina-EDTA 0,25 % 

(Invitrogen) por 3 minutos a 37 ºC. Luego se golpea suavemente la botella con las manos para 

despegar el cultivo y se detiene la reacción resuspendiéndolas en el volumen adecuado de 

MEMDc. Las células se cuentan en cámara de Neubauer y se las lleva a una concentración de 

106 células/ml en MEMDc. A 1 ml de esta suspensión se le añaden 125 μl de dimetilsulfóxido 

(DMSO) y 125 μl de SFB (Internegocios) (DMSO al 10 % y SFB al 18 %) y se transfieren a 

crioviales. Estos se congelan en frascos con isopropanol (Mr Frosty, Thermo Scientific) a -80 ºC 

para almacenarse luego en tanques de N2 líquido. Para descongelar las células se prepara un 

frasco T25 (Greiner CELLSTAR®) con MEMDc a 37 ºC. El criovial se descongela rápidamente, 

frotándolo intensamente con las manos, se resuspende y transfiere al T25 preparado, 

incubándose a 37 ºC, 5 % CO2. 

Para congelar células SF9 el contenido de 1 frasco T75 (Greiner CELLSTAR®) creciendo a un 70 – 

80 % de confluencia debe centrifugarse y resuspenderse en 2 ml de SFB (Internegocios) 

añadiéndose DMSO al 10 %. Este contenido puede transferirse a 2 crioviales. Estos se congelan 

en frascos con isopropanol (Mr Frosty, Thermo Scientific) a -80 ºC para almacenarse luego en 

tanques de N2 líquido. Para descongelar un criotubo, debe prepararse un T25 con medio TNM-

FHc tibio. El tubo se descongela rápidamente en baño con agua a 37 ºC, se resuspende y 

transfiere inmediatamente al T25 preparado. Se lo deja a temperatura ambiente (TA) 15 

minutos para permitir la decantación. El medio se remplaza por volcado y se añade medio 

TNM-FHc fresco, incubándose a 28 ºC. 
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2.3.2. Cultivos celulares primarios 

 

Los cultivos primarios bovinos provienen de animales libres de BVDV, testeados por RT-PCR 

anidada y con el kit Priocheck BVDV-PI Plus (Prionics), y para BLV, testeados por un ELISA de 

uso interno del área de servicios de nuestro Instituto. 

 

2.3.2.1. Obtención de células mononucleares de sangre periférica bovinas 

 

Las CMSP bovinas fueron obtenidas mediante centrifugación por gradiente de densidades. Los 

animales fueron sangrados utilizando tubos Vacutainer® EDTA (BD, USA) o bien mediante 

jeringas del volumen requerido dependiente del experimento. En este caso la sangre se 

trasvasa inmediatamente a tubos conteniendo un 10 % del volumen final en EDTA 0,1M. La 

muestra se extrae mediante punción de le vena yugular siguiendo los protocolos nacionales de 

Cuidado y Uso de Animales de Experimentación (CICUAE) (protocolo n° 25/2013 CICUAE - 

INTA). Las muestras son centrifugadas a 2200 G por 20 minutos a TA. De la suspensión 

resultante se aspira la capa de leucocitos diluyéndose 1:1 en PBS-EDTA 2 mM. Alícuotas de 4 

ml de esta suspensión se depositan en tubos de 15 ml (Greiner® BioOne) conteniendo 3 ml de 

Histopaque 1083 (Sigma-Aldrich) y centrifugada a 800 G por 30 minutos a TA. La fase de 

células mononucleares es recolectada en tubos de 50 ml (Greiner® BioOne) y lavada dos veces 

con PBS-EDTA 2 mM centrifugándose a 300 G por 10 minutos a TA. El pellet es tratado con 

buffer de lisis de glóbulos rojos (elaboración propia), lavado con PBS-EDTA 2 mM, centrifugado 

(300 G, 10 minutos a 4 ºC) y resuspendido en medio completo RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute) 1640 suplementado con 10 % SFB, antibiótico-antimicótico (100 U/ml de penicilina, 

0,1 mg/ml de estreptomicina y 0,25 µg/ml de anfotericina), Glutamina 1x y Hepes 25 mM 

(RPMIc) (todos reactivos de Gibco). El rendimiento de la purificación se determina haciendo 

recuento de células en cámara de Neubauer evaluando viabilidad celular con el colorante vital 

Trypan blue (Invitrogen). 

 

2.3.2.2. Obtención de macrófagos derivados de monocitos bovinos 

 

Existen dos alternativas principales a la hora de purificar Mo bovinos para la obtención de Mφ 

derivados de Mo (Mφ-Mo). Ambas técnicas parten de cultivos de CMSP purificados por 

gradiente de densidades y son ampliamente utilizadas para la obtención de Mφ-Mo bovinos: la 
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MACS                               Adherentes                                      

Adherencia 

B 

A 

tecnología MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)116,117,125–128 y la adherencia diferencial129–

131,158–160. En ambos sistemas, los Mo son cultivados por varios días hasta diferenciarse en Mφ. 

(Figura M1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M1. Alternativas para la purificación de Mo. (A) Ambos métodos  parten de cultivos de CMSP. La 
tecnología MACS utiliza un anticuerpo unido a micro partículas magnéticas que es preincubado con las 
CMSP. Luego el cultivo atraviesa la columna magnética quedando  retenidas las células CD14+. A 
continuación, la columna se separa del magneto y el contenido es eluido, obteniéndose un cultivo 
enriquecido en células CD14+. Alternativamente las CMSP se cultivan por 24 horas, luego las células no 
adherentes se remueven por lavado, obteniéndose el cultivo de Mo. (B) Fotografías con el microscopio 
óptico con 1000 aumentos de cultivos de Mφ-Mo purificados por la tecnología MACS o por adherencia 
diferencial en placa de cultivo. 

 

2.3.2.2.1. Purificación de células CD14+ por tecnología MACS 

 

A partir de CMSP bovinas se purifican células CD14+ por selección positiva, utilizando el 

sistema MACS (Miltenyi Biotec) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las 
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CMSP se pre-incuban con un anticuerpo unido a micropartículas magnéticas anti CD14 

humano con reacción cruzada frente al CD14 bovino. Posteriormente se hace atravesar la 

suspensión celular por columnas acopladas a un magneto donde quedan retenidas las células 

CD14+. A continuación, la columna se desacopla y se eluyen las células CD14+. El rendimiento 

de la purificación se determina haciendo recuento de células en cámara de Neubauer 

evaluando viabilidad celular con el colorante vital Trypan blue (Invitrogen). Las células son 

lavadas y resuspendidas en RPMIc a razón de 106 células/ml y se siembran en el soporte 

adecuado según el experimento, incubándose a 37 ºC, 5 % CO2, por un mínimo de 96 horas. En 

esta instancia, los Mφ-Mo son las células que permanecen adheridas cuando se levanta el 

sobrenadante de cultivo.  

 

2.3.2.2.2. Purificación de células CD14+ por adherencia diferencial en placa de 

cultivo 

 

Alternativamente se obtienen Mφ-Mo por adherencia a partir de CMSP bovinas. Brevemente, 

las CMSP purificadas son sembradas en RPMIc en placas multi-pocillo (según el experimento) a 

razón de 5x106 células/ml. A las 24 horas se retira el medio, se lavan con RPMI incompleto 

(RPMIi) y se restituye medio RPMIc fresco. Los cultivos se incuban por un mínimo de 96 horas a 

37 ºC, 5 % CO2. En esta instancia, los Mφ son las células que permanecen adheridas cuando se 

levanta el sobrenadante de cultivo. Se estima que el rendimiento de Mφ-Mo es 

aproximadamente el 10 % de las células sembradas. 

 

2.3.2.2.3. Polarización de macrófagos derivados de monocitos bovinos 

 

A partir de cultivos de Mφ el estímulo de polarización se lleva a cabo añadiendo LPS (Sigma-

Aldrich) o IFN-γ bovino recombinante (BioRad) para polarizar Mφ hacia un perfil clásico M1 a 

una concentración de 20 y 10 ng/ml respectivamente, IL-4 bovino recombinante (AbD Serotec-

BioRad), o azitromicina (Droguería Saporiti) para inducir un perfil alternativo M2, a una 

concentración de 20 ng/ml y 30 µg/ml, respectivamente o bien se polarizan Mφ con un perfil 

antiviral, añadiendo al medio IFN-α bovino recombinante de producción propia157, para inducir 

Mφ-Mα a una concentración de 5 UI/ml en medio RPMIc durante 24 horas. Los Mφ sin perfilar 

“M0” siguen el mismo tratamiento, pero se les reemplaza el medio por RPMIc fresco sin 

estímulo. 
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2.3.2.3. Purificación de macrófagos peritoneales murinos 

 

Los animales son anestesiados mediante inhalación de isoflurano (Laboratorio Piramal) y 

eutanasiados por dislocación cervical. Inmediatamente después de ocurrida la muerte se les 

inyecta por la vía IP 5 ml de RPMIc. Se masajea intensamente el abdomen y se recupera el 

medio con las células con la misma aguja y jeringa utilizada en la inoculación. Posteriormente 

se abre la cavidad peritoneal y se realizaran varios lavados con RPMIc recuperando el medio 

con las células. El exudado es transferido a tubos de 50 ml (Greiner® BioOne) y centrifugado a 

300 G, 4 ºC se elimina el sobrenadante y se los trata con buffer de lisis de glóbulos rojos 

(elaboración propia) por 3 minutos. Se lleva cada tubo a 30 ml con PBS, se centrifuga a 300 G, 

4 ºC y se resuspende el pellet celular en RPMIc. Las células se contabilizan en cámara de 

Neubauer utilizando el colorante vital Trypan blue (Invitrogen) y se siembran en placas de 24 

pocillos a razón de 106 células por pocillo. El número de Mφ obtenido se estima que es la 

mitad del sembrado. A las 24 horas el medio es remplazado y se eliminan las células no 

adherentes.  

 

2.4. Técnicas de virología y diagnóstico 

 

2.4.1. Producción de banco de virus 

 

Las cepas de interés de BVDV son amplificadas en la línea celular epitelial de riñón bovino 

MDBK. La producción se lleva a cabo en frascos de cultivo celular (Greiner CELLSTAR®). Se 

inocula el cultivo con la cepa a amplificar, a una multiplicidad de infección (MOI) = 0,1 y se 

incuba 1 hora a 37 ºC en agitación suave. Luego se lava con PBS y se añade el medio MEMD 

suplementado con SFB (Internegocios) 2 % incubándose por 4 días a 37 ºC, 5 % CO2. Tras este 

tiempo se congela y descongela 3 veces a -80 ºC y se centrifuga a 5000 rpm por 10 minutos a 4 

ºC para clarificar el medio. El sobrenadante es fraccionado y conservado a -80 ºC hasta su 

utilización, o bien, si se requiere un volumen mayor, puede utilizarse como inóculo para un 

frasco de cultivo de mayor tamaño. El título de la producción se establece por ensayo de 

microtitulación descrito más adelante. Paralelamente a la producción viral, se hace crecer un 

cultivo de MDBK como control, siguiendo el mismo protocolo de amplificación viral, pero sin 

infectar. Un lisado clarificado de este cultivo celular se utiliza luego en la infección simulada de 

cultivos primarios bovinos. Para el experimento en ratones se produjo un stock de 98-124 ncp 
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sin SFB. El proceso es idéntico al descrito, excepto que no se añade SFB al medio de cultivo 

luego de la infección.  

 

2.4.2. Inactivación de virus 

 

La inactivación viral se lleva a cabo siguiendo un protocolo descrito por nuestro grupo81. 

Brevemente, placas de 6 pocillos (ExtraGene) conteniendo 1 ml del medio a inactivar se 

exponen a luz ultravioleta (UV) a una distancia de 20 cm por 30 minutos. La inactivación viral 

se verifica mediante el ensayo de microtitulación, considerándose efectiva cuando no se 

observan pocillos positivos que detecten la presencia de partículas virales. 

 

2.4.3. Infecciones virales 

 

Las infecciones se realizan a la MOI deseada según el experimento, incubando una hora en 

agitación suave a 37 ºC para facilitar la adsorción viral. Luego de este tiempo se elimina el 

inóculo viral, se lavan las células con RPMIi y se restituye medio de cultivo RPMIc fresco. Las 

células se incuban a 37 ºC, 5 % CO2 y se cosechan a distintos tiempos, según el experimento. 

Una infección simulada se realiza siguiendo el mismo protocolo, pero añadiendo un lisado 

clarificado de células MDBK, en lugar del inóculo viral. 

 

2.4.4. Cinética de replicación viral de un ciclo 

 

105 células sembradas en placas de 96 pocillos (Corning®) se infectan a una MOI de 2. A 

distintos tiempos post-infección se recupera de cada pocillo el sobrenadante clarificado y el 

pellet celular. Ambos se almacenan a -80 ºC hasta su procesamiento. El mismo proceso se 

realiza con la infección simulada (Mock) pero se añade un lisado de células MDBK en lugar de 

virus. Las determinaciones que se realizan a cada una de estas muestras se describen a 

continuación.  

 

2.4.5. Determinación de la proteína no estructural 3 de BVDV 
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La replicación viral se determina mediante la producción de NS3 en los pellets celulares 

utilizando un ELISA comercial (PrioCHECKTM Bovine BVDV PI focus Ag Strip kit, Thermo Fisher) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Por cada muestra se adicionan 50 µl con una 

concentración de 0,14 µg/µl de proteínas totales. Para estimar la concentración de proteínas 

se utiliza el kit comercial PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher) siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Las placas son leídas en un lector de ELISA MultisKan FC (Thermo 

Scientific).  

 

2.4.6. Ensayo de microtitulación 

 

La medida de producción viral extracelular con capacidad infectiva se realiza mediante el 

ensayo de microtitulación descrito161,162 con algunas modificaciones. Brevemente, se siembran 

en placas de 96 pocillos (Corning®) 10 diluciones seriadas en base 4 del virus o la muestra a 

titular por cuadruplicado. Inmediatamente, se añade una suspensión de células MDBK con 104 

células por pocillo en toda la placa en medio DMEM (Gibco) con una concentración final de SFB 

de 2,5 %. Los pocillos libres de virus funcionan como control de células (CC). Se añaden 

también controles de virus (CV) con actividad ya conocida. Las placas se incuban durante 5 días 

a 37 ºC, 5 % CO2.  

Para los virus de biotipo cp la placa se revela por observación en microscopio óptico 

considerando positivo los pocillos donde se visualice efecto citopático (ecp).  

Las cepas de biotipo ncp se revelan por inmunofluorescencia directa. Las células se fijan con 3 

% de PBS-formaldehido. Cada pocillo es tratado con Glicina 0,1 M en PBS el cual bloquea 

aldehídos que no reacciaron tras la fijación evitando fluorescencia inespecífica. Las células se 

permeabilizan con Tritón X-100 0,2 %. La presencia del BVDV es revelada con un anticuerpo 

policlonal anti-BVDV (VMRD) conjugado con Isotiocianato de fluoresceína (FITC, del inglés 

fluorescein isothiocyanate). Las células infectadas son observadas en un microscopio invertido 

de fluorescencia (Olympus IX71). Los pocillos con fluorescencia verde son considerados 

positivos. 

En ambos ensayos, los títulos son calculados como el promedio de las dosis infectivas 50 % en 

cultivo de tejido por ml (TCID50 ml-1) mediante el método Reed and Muench163. 
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2.4.7. Cuantificación de partículas virales por RT-qPCR 

 

2.4.7.1. Extracción de ARN 

 

Las muestras de ARN se extraen del sobrenadante celular utilizando High Pure Viral RNA Kit 

(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentración de ARN es evaluada con el 

espectrofotómetro Nanodrop 2000 (Thermo ScientificTM). Las relaciones de Absorbancia 

260/230 y 260/280 son tenidas en cuenta para evaluar la pureza de las muestras, 

considerándose puras aquellas muestras cuyos valores oscilan entre 1,8 - 2,2 y 1,9 - 2,4 

respectivamente. 

 

2.4.7.2. RT-PCR 

 

Para la RT-PCR se utiliza la enzima Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Cada tubo de reacción contiene 300 ng de ARN, 400 nM del 

cebador 326-reverse Pan Pestivirus164, 0,4 μl de DMSO puro (Sigma Aldrich) y agua de grado 

molecular hasta un volumen de 15,5 μl. El extremo 5´ genómico de BVDV contiene una 

estructura terciaria en la región IRES que puede obstaculizar la reacción de retrotranscripción. 

Por consiguiente los reactivos son calentados a 70 ºC por 5 minutos e inmediatamente puestos 

en hielo con el objetivo de desplegar la estructura de ARN. En otro tubo se añaden 0,2 µg de 

OligoDT (Biodynamics SRL), 400 µM de desoxiribonucléotidos (dNTPs) (Promega), 1,6 U de 

inhibidor de ARNasa (Promega), 4 mM de DTT (Invitrogen), y la enzima Transcriptasa Reversa. 

De esta mezcla se añaden 8,5 µl al tubo anterior, obteniéndose un volumen final de 25 µl. El 

tubo es calentado a 42 ºC por 1 hora y 10 minutos a 94 ºC para obtener el ácido 

desoxirribonucleico (ADN) complementario en un termociclador T18 (IVEMA). 

 

2.4.7.3. RT-qPCR 

 

La qPCR se lleva a cabo utilizando la mezcla comercial 1X of SSoAdvancedTM Universal 

SYBR®Green (BioRad), 300 nM de cebadores 326-forward y 324-reverse Pan Pestivirus164 y 5 µl 

del ADN complementario (ADNc) previamente obtenido, en un volumen final de 25 μl. Para las 

amplificaciones se utiliza el termociclador en tiempo real iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection 
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System (BioRad) bajo el siguiente protocolo térmico: 10 min a 95 ºC, 45 ciclos de 15 s a 95 ºC y 

1 min a 60 ºC. Finalmente las muestras son calentadas de 55 ºC a 95 ºC para producir una 

curva de melting y confirmar la presencia de un único pico de amplificación. Los valores del 

ciclo umbral (CT, del inglés Threshold cycle) son normalizados a una curva estándar derivada de 

un plásmido que contiene clonada la misma secuencia que se amplifica en las muestras, en 

una dilución seriada en base 10 de 8 puntos, con una concentración inicial de 107 copias/µl. 

Todas las reacciones se corren por duplicado y un control sin muestra se agrega utilizando 

agua de grado molecular en lugar de muestra. Se utiliza el software iQTM 5 Optical System 

(BioRad) para calcular la eficiencia de la amplificación y estimar el número de copias de 

genomas virales. 

 

2.4.8. Diagnóstico de BVDV por RT-PCR anidada 

 

A partir de las muestras a testear, la extracción de ARN y la reacción de RT-PCR son idénticas a 

las descritas para cuantificación de genomas virales. Para la PCR anidada el ADNc obtenido se 

utiliza como molde para la primera ronda de la PCR anidada. Cada tubo de reacción contiene 

dNTPs (Promega) a una concentración de 0,2 mM, 667 nM de cebadores 326-forward y 324-

reverse Pan Pestivirus164 y 2 µl del ADNc previamente obtenido (o agua de grado molecular 

como control negativo) y la enzima GoTaq® (Promega) según instrucciones del fabricante, en 

un volumen final de 15 µl. El perfil de ciclado es 94 ºC por 3 minutos; 35 ciclos a 92 ºC por 15 

segundos, 56 ºC por 20 segundos, 72 ºC por 1 minuto; 72 ºC por 5 minutos finales. El producto 

amplificado esperado es de 288 pb.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura M2. Gel de agarosa transiluminado con UV para diagnóstico de BVDV por PCR anidada. Calles: 
(1) control -, (2) muestra negativa, (3 a 6) muestras positivas con un amplicón de 171 pb, (7) control +, 
(8) DNA ladder.   
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La segunda ronda de PCR requiere 2 µl de este producto por reacción, 0,2 mM de dNTPs 

(Promega), 500 µM de cebadores Pesti-3 y Pesti-4165 y la enzima GoTaq® en un volumen final 

de 20 µl. El perfil térmico es el siguiente: 94 ºC por 3 minutos; 30 ciclos a 92 ºC por 15 

segundos, 58 ºC por 20 segundos, 72 ºC por 40 segundos; 72 ºC por 5 minutos finales. El 

termociclador utilizado en ambas rondas es el T18 (IVEMA). El producto de reacción esperado 

es de 171 pb (Figura M2) y es revelado por corrida electroforética en gel de agarosa (1,5 % en 

buffer Tris acetato EDTA) utilizando el agente intercalante GelRedTM (Biotium), utilizando DNA 

ladder de 1 Kb (Promega). 

 

2.4.9. ELISA en células 

 

El ensayo de ELISA en células para la detección de BVDV fue desarrollado por nuestro grupo y 

ha sido publicado157. El ensayo consiste en sembrar las muestras problema sobre un cultivo de 

células MDBK en crecimiento. Para ello se siembran 2,5x104 células por pocillo y se las deja 

crecer por 24 horas a 37 ºC, 5 % CO2. Luego las células se lavan y se añaden 60 μl de diluciones 

en base 2 de la muestra problema. Se las incuba 1 hora a 37 ºC, 5 % CO2 para permitir la 

adsorción viral. A continuación, la placa se lava y se le restituye MEMD – SFB 2 %, incubándola 

por 48-72 horas a 37 ºC, 5 % CO2. Cada tratamiento y controles se siembran por triplicado. 

Finalizado el tiempo de incubación, las células se fijan con PFA-4 %, y se permeabilizan con 

Tritón X-100 al 10 %, bloqueándose con suero normal equino al 10 % durante 90 min a TA. El 

ensayo prosigue como en un ensayo típico de ELISA, donde el antígeno viral se encuentra 

inmovilizado en las células fijadas. Como anticuerpo de detección se utiliza un anticuerpo 

monoclonal anti NS3 – (Prionics) 1 hora a 37 ºC. Como conjugado se utiliza un anticuerpo anti-

ratón (Peroxidase Labeled KPL), 2 horas a TA. El ensayo se revela con ácido 2,2'-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico) diamonio (ABTS) 15 minutos a TA y se detiene con NaF 0,5 M 

leyéndose la DO a 405 nm. Los resultados se normalizan a la densidad de células por pocillo 

utilizando el colorante Janus Green 0,2 % (Sigma) 50 μl por pocillo, 5 minutos a TA. Se realizan 

5 lavados suavemente con agua corriente y se añaden 200 µl/well de HCl 0,5M. Tras 10 

minutos a TA se lee la DO a 595 nm utilizando el lector de ELISA MultisKan FC (Thermo 

Scientific). 

 

2.5. Ensayos de viabilidad celular y toxicidad de compuestos 
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2.5.1. Ensayo de metabolización del XTT 

 

La viabilidad celular se estimó utilizando el kit CyQUANT™ XTT (ThermoFisher) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El kit incluye el reactivo XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-

sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) y el reactivo de acoplamiento de electrones. El 

reactivo XTT, es un compuesto a base de tetrazolio, que es sensible al potencial redox celular y 

en presencia de células que respiran activamente se convierte de un compuesto soluble en 

agua a un producto de formazán de color naranja. El sobrenadante de cultivo se sustituye por 

el reactivo provisto por el kit en medio RPMIi y se incuba por un mínimo de 2 horas a 37 ºC, 5 

% CO2. Las placas son leídas en un lector de ELISA MultisKan FC (Thermo Scientific). 

 

2.5.2. Ensayo de viabilidad por integridad de membranas 

 

En los ensayos de citometría de flujo, la viabilidad fue estudiada utilizando el kit comercial 

LIVE/DEAD™ (Thermofisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit provee una sonda 

fluorescente que se une a poliaminas celulares. Cuando la célula pierde la integridad de la 

membrana, se exponen una mayor cantidad de blancos intracelulares, resultando en una 

marca mayor. La ventaja frente a otros métodos es que las células pueden fijarse, ganando 

flexibilidad sobre otros ensayos. Los resultados se visualizan por citometría de flujo. El equipo 

utilizado es FACScalibur™ y los datos son analizados con el programa CellQuest™ v3.1 (BD 

Biosciences). 

 

2.5.3. Viabilidad celular por tinción con cristal violeta 

 

El cristal violeta solamente penetra en células que fueron fijadas y permanecen adheridas a la 

placa de cultivo. Cuando las células mueren, se desprenden de la monocapa dejando un hueco 

que no es alcanzado por el colorante, de modo que se determina la viabilidad celular al medir 

la absorbancia retenida en las células, la cual es proporcional al número de células vivas 

presentes al momento de la fijación. Se utilizaron células MDBK para evaluar toxicidad de 

compuestos o ecp producido por cepas de biotipo cp de BVDV. Una vez concluido un ensayo 

con los tratamientos correspondientes, se elimina el sobrenadante de cultivo y se fijan las 

células con PFA-PBS 4 % por 30 minutos a TA. A continuación se elimina la solución fijadora y 

se tiñen las células con cristal violeta 0,1 % por 30 minutos a TA. Luego se aspira el colorante 
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excedente que puede reutilizarse para otros ensayos. Se lava suavemente con agua corriente 3 

veces y se deja secar la placa invertida sobre papel absorbente. Cuando la placa está 

totalmente seca, se escanea a 575 nm con el lector de ELISA MultisKan FC (Thermo Scientific).  

 

2.6. Expresión de citoquinas 

 

2.6.1. Expresión de citoquinas por RT-qPCR 

 

Las muestras de ARN total se extraen del pellet celular utilizando High Pure RNA Isolation Kit 

(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentración de ARN es evaluada con el 

espectrofotómetro Nanodrop 2000 (Thermo ScientificTM). Las relaciones de Absorbancia 

260/230 y 260/280 son tenidas en cuenta para evaluar la pureza de las muestras, 

considerándose puras aquellas muestras cuyos valores oscilan entre 1,8 - 2,2 y 1,9 - 2,4 

respectivamente. 

Para la obtención de ADNc se utiliza la enzima Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega) 

siguiendo las instrucciones del fabricante, 300 ng del ARN previamente obtenido 0,2 µg de 

OligoDT (Biodynamics SRL), 400 µM de dNTPs (Promega), 1,6 U de inhibidor de ARNasa 

(Promega), 4 mM de DTT (Invitrogen) y agua de grado molecular hasta un volumen final de 25 

µl. El tubo es calentado a 42 ºC por 1 hora y 10 minutos a 94 ºC para obtener el ADNc en un 

termociclador T18 (IVEMA). 

La concentración óptima de cebadores utilizada para la cuantificación de las citoquinas, fue 

elegida en base a los valores de la eficiencia de amplificación de las curvas estándar (E% = 

100±10) (Tabla M2). La qPCR se lleva a cabo usando la mezcla comercial 1X of SSoAdvancedTM 

Universal SYBR®Green (BioRad), cebadores específicos y 5 µl del ADNc previamente obtenido 

en un volumen final de 25 μl. Se utiliza el termociclador en tiempo real iCycler iQ™ Real-Time 

PCR Detection System (BioRad) bajo el siguiente protocolo térmico: 10 min a 95 ºC, 45 ciclos 

de 15 s a 95 ºC y 1 min a 60 ºC. Finalmente las muestras son calentadas de 55 ºC a 95 ºC para 

producir una curva de melting y confirmar la presencia de un único pico de amplificación. 

Contamos con las secuencia de IFN-γ clonada en un plásmido, lo cual permite su cuantificación 

de forma absoluta. Todas las reacciones se corren por duplicado utilizando el software iQTM 5 

Optical System (Biorad) para calcular la eficiencia de la amplificación y estimar el valor de CT 

de cada muestra. 
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Tabla M2. Citoquinas utilizadas para expresión determinación por RT-qPCR. Se muestran las 
secuencias de cebadores utilizados, con la concentración, el tipo de cuantificación (cuantitativa o 
semicuantitativa) y la eficiencia de amplificación. 

 

 

2.6.2. ELISAs para la cuantificación de citoquinas 

 

La activación del inflamasoma se determina cuantificando la secreción de IL-1β, mediante el 

ELISA comercial Bovine IL-1β Reagent Kit (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Los valores de densidad óptica obtenidos de la muestra son extrapolados a una 

curva estándar construida con diluciones seriadas en base 2 de IL-1β recombinante bovino con 

una sensibilidad de entre 4 hasta 2000 pg/ml. 

Las determinaciones de TNF-α e IL-10 bovinos se realizaron utilizando kits comerciales de 

KingFisher Biotech. Los kits proveen los anticuerpos de captura y detección y la proteína 

recombinante de cada citoquina para utilizar como estándar, siendo el usuario quien 

determina las concentraciones y el protocolo óptimo de trabajo. Los estándares permiten una 

cuantificación absoluta de la citoquina en la muestra, siendo el rango de detección de 1,56 a 

25 ng/ml y de 0,63 a 10 ng/ml para TNF-α e IL-10 respectivamente. Los ELISAS fueron puestos 

a punto eligiendo los protocolos del ensayo mostrados en la Tabla M3.  

Citoquina Cebador Secuencia 5´3´ 
Concentración del 

cebador (nM) 

Tipo de 

cuantificación 

Eficiencia de 

amplificación (E%) 

IL-10 
Fw TTCTGCCCTGCGAAAACAA 

300 Semicuantitativa 90 
Rv TCTCTTGGAGCTCACTGAAGACTCT 

IL-6 
Fw TGTGAAAGCAGCAAGGAGACA 

250 Semicuantitativa 99 
Rv CATCCGTCCTTTTCCTCCATT 

IFN-λ 
Fw CAGTTCAAGTCTCTGTCCCC 

99 Semicuantitativa 150 
Rv ACGAGTCTTCAAAGGCATCC 

IL-12 
Fw CATCAGGGACATCATCAAACCA 

350 Semicuantitativa 93 
Rv CCTCCACCTGCCGAGAATT 

IFN-γ 
Fw CTTGAATGGCAGCTCTGAGAAA 

200 Cuantitativa 106 
Rv TGCAGATCATCCACCGGAAT 

IFN-α 
Fw GTGAGGAAATACTTCCACAGACTCACT 

300 Semicuantitativa 100 
Rv TGARGAAGAGAAGGCTCTCATGA 

TNF-α 
Fw CGGTGGTGGGACTCGTATG 

300 Semicuantitativa 102 
Rv GCTGGTTGTCTTCCAGCTTCA 

GAPDH 
Fw GCATCGTGGAGGGACTTATGA 

200 Normalizador 99 
Rv GGGCCATCCACAGTCTTCTG 

YWHAZ 
Fw GCATCCCACAGACTATTTCC 

350 Normalizador 110 
Rv GCAAAGACAATGACAGACCA 

β-Actina 
Fw GGCCGAGCGGAAATCG 

300 Normalizador 102 
Rv GCCATCTCCTGCTCGAAGTC 
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Para la determinación de IFN-γ se utilizó el kit comercial ID Screen® Ruminant IFN-g de ID-Vet 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit incorpora un estándar de IFN-γ bovino 

recombinante, que permite la cuantificación absoluta de IFN en la muestra, en un rango de 9 a 

150 pg/ml. Las placas son leídas en todos los casos en el lector de ELISA MultisKan FC (Thermo 

Scientific). 

 

 TNF-α IL-10 

Anticuerpo de Captura 
Buffer carbonato, bicarbonato pH = 9,4 

1/100, 12 – 18 horas a TA 1/100, 12 – 18 horas a TA 

Bloqueo 
Buffer PBS-SBF 6,7 % 

90 min. a 37 ºC 90 minutos a 37 ºC 

Muestras y estándar 60 min. a TA 90 minutos TA 

Anticuerpo de detección 1/250 60 min. a TA 1/250 60 minutos a TA 

HRP-Streptavidin 1/750, 30 min. a TA 1/750, 30 minutos a TA 

Revelado TMB, 10 min. a TA TMB, 30 min. a TA 

Tabla M3: protocolos elegidos para ensayos ELISA de citoquinas TNF-α e IL-10 de KingFisher Biotech. 

 

2.6.3. Determinación de IFN-I e IFN-III bovinos 

 

Los IFNs bovinos recombinantes de producción propia y los IFNs en sobrenadantes de cultivos 

son determinados incubando estas muestras por 24 horas en la línea reportera celular de riñón 

bovino MDBKT2 según publicaron Fray y colaboradores155. Los sobrenadantes provenientes de 

infecciones virales deben inactivarse primero con luz UV tal como se describió en el punto 

2.4.2. Para discriminar entre IFNs de tipo I y III, parte de la muestra debe someterse a 

tratamiento ácido, provocando un descenso del pH hasta un valor de 2 con HCl 5N, y luego 

incrementándolo hasta un valor de 7 con NaOH 5N. Los IFN-III son ácido lábiles, de modo que 

se degradan por el tratamiento ácido. De esta manera, se obtiene una estimación de IFNs 

totales en la muestra sin el tratamiento ácido y de IFN-I en la muestra correspondiente con el 

tratamiento ácido. Los IFN-III se estiman como la diferencia entre IFNs totales e IFN-I166. 

La línea celular MDBKT2 se encuentra establemente transfectada con un plásmido que 

contiene el promotor humano MxA inducible por IFN, en fusión transcripcional al gen que 

codifica la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). Tras 24 horas, las muestras incubadas 

en la línea MDBKT2 son eliminadas, las células lavadas con PBS, lisadas, clarificadas y 

conservadas a -80 ºC hasta su utilización. Para la cuantificación de la actividad CAT se utilizó el 
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kit comercial CAT ELISA (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit provee un 

estándar de CAT que permite una cuantificación absoluta de CAT en la muestra y por 

consiguiente, estimar de modo indirecto la concentración de IFNs presente en la muestra. Se 

construye además una curva estándar de IFN recombinante de concentación conocida, para 

establecer las UI/ml de IFNs presentes en la muestra. El desarrollo de la técnica se 

esquematiza en la Figura M3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M3. Metodología empleada para la determinación de IFN-I e IFN-III. Los sobrenadantes de 
cultivos infectados que contienen la muestra incógnita de IFNs son inactivados con luz UV. La muestra se 
divide en 2 alícuotas: una de ellas prosigue un tratamiento ácido, mientras que la otra permanece 
inalterada. Ambas muestras son utilizadas para estimular células MDBKT2 que producen CAT al ser 
estimuladas por IFNs. La producción de CAT se estima por ELISA comercial, determinando de manera 
indirecta el contenido de IFNs en la muestra original. El sistema permite la discriminación entre IFN-III 
(ácido lábiles) e IFN-I. 

 

2.7. Ensayos de citometría de flujo 
 

2.7.1. Tropismo del BVDV en células mononucleares de sangre periférica 

 

Los cultivos purificados de CMSP bovinos son infectados con el BVDV a una MOI = 0,2 y 2, o 

bien se les practica infección simulada, y son sembradas en placas de 6 pocillos con un mínimo 

de 2x106 células/pocillo (Greiner CELLSTAR) e incubadas a 37 ºC, 5 % CO2. A las 24 hpi las 

células son levantadas de la placa utilizando PBS-EDTA 2 mM, lavadas con PBS y llevadas a una 
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concentración de 106 células/ml. Las CMSP son marcadas con un compuesto fluorescente 

comercial (LIVE/DEAD™ ThermoFisher) siguiendo las instrucciones del fabricante, permitiendo 

discriminar entre células vivas de aquellas que han perdido la integridad de su membrana. 

Seguidamente las muestras son lavadas, resuspendidas en PBS-SFB 2 % y sembradas en placas 

fondo “V” de 96 pocillos (Greiner CELLSTAR®) para ser marcadas con los anticuerpos que 

reconocen marcadores de superficie. Las células se incuban por 30 minutos a 4 ºC en oscuridad 

con los anticuerpos, CD21 conjugado con R-ficoeritrina (RPE, del inglés R-phycoerythrin), CD4-

RPE, CD8-RPE y CD172a-RPE-Alexa 647 (Todos de AbD SEROTEC), luego se lavan con PBS-SFB 2 

% y se fijan con PBS-PFA-1 % durante 20 minutos a 4 ºC. A continuación las CMSP son 

permeabilizadas con PBS-SFB 2 % saponina 0,5 % durante 10 minutos. Paralelamente se 

preincuba el anticuerpo policlonal frente al BVDV-FITC (VMRD) en un lisado clarificado de 

CMSP en PBS-SFB 2 %, para secuestrar posibles epitopes intracelulares que provoquen unión 

inespecífica del anticuerpo. Esta solución se añade a las células, incubándose durante 1 hora a 

TA en oscuridad (Figura M4). A continuación se lavan las muestras con PBS-SFB 2 % 0,5 % 

saponina y se resuspenden en PBS-PFA 0,2 % almacenándose a 4 ºC en oscuridad hasta su 

lectura. El citómetro de flujo utilizado es FACScalibur™ y los datos son analizados con el 

programa CellQuest™ v3.1 (BD Biosciences). 

 

 

 

 

 

Figura M4. Representación esquemática de la doble marcación en CMSP. Los cultivos purificados de 
CMSP fueron infectados a una MOI = 2, 0,2, o bien se les practicó infección simulada. Se marcaron en 
superficie con anti CD4PE (TCD4), anti CD8PE (TCD8), antiCD21PE (B) y anti CD172a (Mφ, Mo y CD). 
Luego se permeabilizaron y se les realizó una marcación intracelular con anti BVDV-FITC. 

 

2.7.2. Caracterización de marcadores de superficie en macrófagos perfilados 

 

Los ensayos parten de cultivos de Mφ-Mo bovinos sembrados en placas de 6 pocillos (Greiner 

CELLSTAR) con un mínimo de 2x106 células/pocillo. Las células son levantadas de la placa 

utilizando PBS-EDTA 2mM, lavadas con PBS y llevadas a una concentración de 106 células/ml. 

Los Mφ son marcados con el compuesto fluorescente comercial (LIVE/DEAD™ ThermoFisher) 
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siguiendo las instrucciones del fabricante. Seguidamente las muestras son lavadas, 

resuspendidas en PBS-SFB 2 % y sembradas en placas fondo “V” de 96 pocillos (Greiner 

CELLSTAR) para ser marcadas con los anticuerpos que reconocen marcadores de superficie. Las 

células se incuban por 30 minutos a 4 ºC en oscuridad con anticuerpos anti- CD172a-RPE-Alexa 

647, CD205-FITC, CD16-FITC, CD40-FITC, CD86-FITC, MHC-II-RPE, MHC-I-RPE y CD14-FITC 

(Todos de AbD SEROTEC). Luego se lavan con PBS-SFB 2 % y se fijan con PBS-PFA-0,2 %, 

almacenándose a 4 ºC en oscuridad hasta su lectura. El citómetro de flujo utilizado es 

FACScalibur™ y los datos son analizados con el programa CellQuest™ v3.1 (BD Biosciences). 

Se estudiaron marcadores de superficie a las 24 horas post estímulo de perfilación de Mφ-Mo, 

o bien, se infectaron los Mφ-Mo perfilados con una MOI = 2 (o se les practicaba infección 

simulada) para hacer la caracterización a las 72 hpi. 

 

2.8. Producción de E2 recombinante 

 

La proteína E2 de BVDV fue producida en el sistema baculovirus y propagada en la línea celular 

SF9. Brevemente, contamos con un baculovirus recombinante donde se reemplazó el gen de la 

poliedrina por la secuencia de E2 de BVDV sin la región transmembrana y flanqueada en el 

extremo 5´ por la secuencia del péptido señal de la proteína gp64 de baculovirus que será 

traducida en una proteína que sigue la vía secretoria en células de insecto, y por el péptido 

aceptor de biotina BAP (del inglés, Biotin Acceptor Peptide). Asimismo contamos con la línea 

celular de insectos SF9-BIR. Esta línea se encuentra transfectada establemente con un 

plásmido que codifica la proteína Biotin-ligasa BirA de E. coli, de modo que la infección de 

estas células con el baculovirus recombinante en presencia de biotina provoca la secreción de 

E2r biotinilada al medio de cultivo167. El baculovirus recombinante y la línea SF9-BIR nos fueron 

cedidos por el Dr. Diego Álvarez de la UNSAM.  

En primera instancia procedimos a la amplificación del baculovirus recombinante sobre células 

SF9. Esta producción viral fue titulada en células SF9-GFP que emite fluorescencia verde tras 

infectarse con baculovirus. La línea SF9 y SF9-GFP fueron cedidas por el Dr Oscar Taboga del 

Instituto de Biotecnología, CICVyA – INTA. El stock producido de baculovirus se utilizó para 

infectar células SF9-BIR en presencia de biotina y se cosechó el sobrenadante con la proteína 

E2r. La proteína se evaluó por Western Blot (WB) y la actividad biológica por inhibición de ecp 

en células MDBK. Paralelamente a la producción de la proteína se repitió el proceso sin 

infectar con el baculovirus recombinante, de modo de obtener un sobrenadante que pudiera 
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utilizarse como control negativo de la producción. Las técnicas empleadas se describen a 

continuación. 

 

2.8.1. Amplificación de baculovirus recombinante 

 

Se siembran células SF9 en medio TNM-FH (Sigma-Aldrich) suplementado con 10 % SFB (TNM-

FHc) en botellas de cultivo celular (Greiner CELLSTAR®) a una confluencia de 70 - 80 %.  Se 

espera a que las células decanten incubando en estufa a 28 ºC por 30 minutos. A continuación, 

se retira el medio y se almacena a TA para utilizarlo posteriormente. Las células son infectadas 

añadiendo el inóculo viral a una MOI = 0,1 en TNM-FH incompleto (TNM-FHi). Se incuba por 1 

hora a 28 ºC para facilitar la adsorción viral. Luego se retira el inóculo y se restituye el medio 

previamente guardado. Se incuba por 5 días a 28 ºC monitoreando el ecp. Tras este tiempo, se 

recupera el sobrenadante, se centrifuga para clarificarlo y se almacena a 4 ºC hasta su 

utilización. 

 

2.8.2. Titulación del baculovirus recombinante 

 

Se preparan tubos conteniendo 130 μl de diluciones seriadas en base 10 del baculovirus a 

titular, en un rango de 10-2 a 10-8 en medio TNM-FHc suplementado con blasticidina 10 μg/ml. 

Un tubo adicional va a contener solamente 130 μl de medio de cultivo para el CC. 

Paralelamente se prepara una suspensión de células SF9-GFP a razón de 105 células/ml en 

medio TNM-FHc. Se añaden 1170 μl de cada suspensión a los tubos conteniendo las diluciones 

de baculovirus. Se siembran 100 μl por pocillo de la suspensión en placa de 96 pocillos y los CC 

con 12 réplicas cada uno. De esta manera quedan diluciones del baculovirus en un rango de 

10-3 a 10-9 con 9000 células por pocillo. La placa se incuba por 7 días a 28 ºC, tras lo cual, las 

células son observadas en un microscopio invertido de fluorescencia (Olympus IX71). Cada 

pocillo con al menos una célula con fluorescencia verde se considera positivo. El título se 

calcula con el método Reed y Muench163 y se expresa como TCID50 ml-1.  

 

2.8.3. Infección de células SF9-BIR y producción de la proteína 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

78 
 

La infección es muy similar a la descrita en 2.8.1. La diferencia es que la línea celular que se 

infecta es la SF9-BIR en presencia de biotina 100 μM, la infección se realiza a una MOI = 2,5 y el 

medio TNM-FHc se suplementa con blasticidina 10 μg/ml. El medio es cosechado a las 72 hpi y 

clarificado, conteniendo la proteína E2r soluble. 

 

2.8.4. Detección de E2 recombinante por Western Blot  

 

Las muestras conteniendo E2r se hirvieron por 5 minutos en buffer reductor SDS β-

Mercaptoetanol y se corrió en un gel de poliacrilamida 10 % para resolver la muestra mediante 

SDS-PAGE a un voltaje constante de 120 V durante 90 minutos. A continuación, se realizó una 

transferencia semi-seca de las proteínas presentes en el gel a una membrana de nitrocelulosa 

(HybondTM-P, GE Healthcare®) pre-activada en metanol por 15 segundos, utilizando el 

dispositivo Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad) por 20 minutos a 20 V. La 

transferencia se corroboró con una tinción con rojo Ponceau. Luego la membrana se bloqueó 

en PBS-Leche 5 % durante toda la noche (ON, del inglés overnight) a 4 ºC. La membrana se 

dividió en 2 secciones según el anticuerpo con el cual se deseaba revelar. De esta manera uno 

de los fragmentos de la membrana se incubó con un HRP streptavidina peroxidasa (KPL) para 

revelar biotina y el otro con un suero de cobayo anti E2 (producido en nuestro laboratorio)168
 

durante 1 hora a 37 ºC con agitación. Para el segundo fragmento de membrana se utilizó el 

anticuerpo anti cobayo peroxidasa (KPL) incubando 1 hora a 37 ºC con agitación. Por último, se 

realizaron 3 lavados con PBS 1X y se reveló con ECL Western Lightning Plus (Perkin Elmer®). Se 

incluyeron los siguientes controles para cada fragmento de membrana: como control negativo 

de la producción, se utilizó sobrenadante de SF9 con biotina añadida (sin producción de E2r), 

como control positivo del ensayo anti biotina, se utilizó un anticuerpo biotinilado de rata anti 

ratón IgG1, y como control positivo del ensayo anti-E2 se utilizó una producción de E2r de una 

tesis anterior (Dra. Olga Franco-Mahecha). 

La proteína E2r fue detectada por WB pero lamentablemente no mostró señales de estar 

biotinilada.  

 

2.8.5. Cuantificación de E2 recombinante por in house ELISA 

 

El ELISA para cuantificación de E2r fue desarrollado por nuestro grupo168. Se utiliza el 

anticuerpo anti-E2 monoclonal H29, gentilmente cedido por la Dra. Seki del CEVAN en una 



MATERIALES Y MÉTODOS 

79 
 

dilución 1/250 para recubrir la placa en buffer de captura ON. A continuación, la placa se lava y 

se bloquea por 30 minutos a 37 ºC. Luego se adicionan las muestras y una E2r de referencia 

purificada, previamente cuantificada por SDS-PAGE contra un estándar de albúmina. Para la 

detección se utiliza un suero de cobayo anti-E2 producido en nuestro laboratorio168
  (1 hora, 37 

ºC) y como anticuerpo conjugado se utiliza un anti-cobayo peroxidasa (1 hora, 37 ºC) (KPL), 

ambos a una concentración de 1/1500. El revelado se realiza con ABTS, incubando por 20 

minutos a TA y se detiene adicionando NaF 0,5 M. La lectura se realiza a una DO de 405 nm 

utilizando el lector de ELISA MultisKan FC (Thermo Scientific). 

 

2.8.6. Actividad biológica de E2 recombinante por inhibición de efecto citopático 

 

Se siembra una suspensión de células MDBK con una concentración de 2,5x104 células/pocillo 

en placa de 96 pocillos y se incuba por 24 horas a 37 ºC, 5 % de CO2. Posteriormente las células 

se lavan con MEMD incompleto (MEMDi) y se añaden diluciones seriadas en base 2 de la 

proteína E2r, en un rango de 0,5 a 256ng/ml, incubándose por 30 minutos a TA. A 

continuación, se añade el inóculo viral BVDV Singer cp a una MOI = 0,01. Se incluyen controles 

de células infectadas sin E2r añadida (CV) y controles de células sin infectar y sin E2r añadida 

(CC). La metodología se esquematiza en la Figura M5.  

 

Controles adicionales Función 

Sobrenadante SF9-biotina (sin E2r) 

infectado con el BVDV. 

Verificar que no se produzca inhibición de ecp 

de manera independiente a E2r. 

Sobrenadante SF9-biotina (sin E2r) 

sin infectar. 

Verificar que no se produzca ecp por toxicidad 

del medio de cultivo de células de insectos. 

E2r máximas concentraciones sin 

infectar. 

Verificar que no se produzca ecp por toxicidad 

de E2r. 

 
Tabla M4. Controles adicionales añadidos al ensayo de inhibición del ecp de E2r. 

 

Para verificar posibles efectos de toxicidad y/o especificidad del efecto de E2r y del 

sobrenadante de células SF9 sobre el cultivo de células MDBK, se incluyen los controles que se 

detallan en la Tabla M4. La placa se incuba por 96 horas a 37 ºC, 5 % de CO2. El ensayo se 

revela por tinción con cristal violeta. El porcentaje de inhibición del ecp se calcula como:   
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Figura M5. Representación esquemática del ensayo de inhibición de ecp por E2r. Las células MDBK son 
pretratadas con concentraciones crecientes de E2r inhibiendo la infección por el BVDV. El ensayo se 
revela por tinción con cristal violeta. CV: control de virus (BVDV sin E2r), CC: control de células (sin BVDV 
ni E2r). 

 

2.9. Entrada del BVDV en macrófagos 

 

El cultivo de Mφ-Mo fue sembrado en placa de 96 pocillos (Greiner CELLSTAR®) con una 

concentración de 105 células/pocillo. Antes de la infección ex vivo, las células fueron pre-

tratadas con diluciones seriadas de E2r de distintas concentraciones según el experimento, DC-

SIGN (Sigma) diluciones 1/10 a 1/640 y Mannan 1 a 20 mg/ml (ambos de Sigma Aldrich), 

mientras que el inóculo viral fue pre-tratado con un anticuerpo monoclonal anti-E2168. Se 

añadieron controles de toxicidad con las concentraciones más altas de DC-SIGN, E2r y 

sobrenadante de la línea celular SF9 para verificar que los tratamientos no afectaran la 

viabilidad celular y de modo indirecto la replicación viral.  



MATERIALES Y MÉTODOS 

81 
 

La replicación viral se evaluó por presencia de la proteína viral NS3 por ELISA y la viabilidad 

celular se estimó utilizando el kit XTT previamente descrito.  

 

2.10. Producción de IFN-I e IFN-III recombinantes 

 

Nuestro grupo produjo IFN-I e IFN-III bovinos recombinantes con actividad biológica 

antiviral157. Brevemente, se realizan transfecciones con plásmidos conteniendo las secuencias 

de los IFNs en células HEK293T. Las células HEK293T son sembradas en una placa de 10 mm a 

una concentración de 2,4x106 células/ml. Se añaden 8 μg del ADN a transfectar en un tubo de 

2 ml con 300 μl de MEMDi sin antibióticos. Se agita suavemente para luego añadir 80 μl del 

reactivo Polyfect (Qiagen®). Se resuspende y se incuba durante 5-10 min a TA. A continuación, 

se añade 1 ml de medio MEMDc adicionando todo el contenido a la monocapa celular. A las 48 

horas se cosecha el sobrenadante, se clarifica, alicuota y almacena a -80 ºC hasta su utilización. 

La cuantificación de los IFNs recombinantes se realiza en el sistema MDBKT2 – CAT ELISA 

descrito. 

 

2.11. Actividad fagocítica en macrófagos derivados de monocitos 

perfilados 
 

El ensayo es similar al descrito por Rodríguez-Padilla y col.129 con algunas modificaciones. Una 

suspensión bacteriana de E. coli cepa TOP10 se deja crecer ON en medio Luria Broth (LB) a 37 

ºC y 200 rpm de agitación. De este cultivo se realiza una dilución 1 en 400 en RPMIc sin 

antibióticos (RPMIcs/atb) para producir el inóculo bacteriano. A cultivos de Mφ-Mo bovinos 

sembrados en placas de 96 pocillos a razón de 2x105 células por pocillo y perfilados con LPS, IL-

4 e IFN-α se les retira el sobrenadante y son expuestos al inóculo bacteriano. La placa se 

centrifuga a 600 G, 10 minutos para bajar las bacterias y luego se incuba 2 horas a 37 ºC para 

permitir que tenga lugar la fagocitosis. A continuación, se retira el inóculo y se incuba con 

gentamicina (Gibco) a una concentración de 100 µg/ml en RPMIcs/atb, 1 hora a 37 ºC, para 

eliminar las bacterias extracelulares que no han sido fagocitadas. Tras este tratamiento las 

células se lavan 2 veces con RPMIcs/atb y se lisan con Tween 20 0,5 % para liberar las bacterias 

fagocitadas. De estas muestras se realizan diluciones seriadas en base 10 en medio LB y se 

siembra la dilución adecuada en placa de LB-agar para establecer las unidades formadoras de 
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colonias (UFC) por ml. Del mismo modo se determinan las UFC/ml del ínóculo bacteriano. El 

índice de fagocitosis se establece como UFC (ml-1) / número de Mφ por pocillo. El flujo de 

trabajo se esquematiza en la Figura M6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura M6. Representación esquemática de ensayos de actividad fagocítica en Mφ-Mo perfilados con 
LPS, IL-4 o IFN-α. Los cultivos de Mφ-Mo son expuestos a una suspensión bacteriana de E. coli TOP10. Se 
incuban 2 horas a 37 ºC para permitir la fagocitosis. Luego se retira el inóculo y se tratan los cultivos con 
gentamicina por una hora adicional a 37 ºC para eliminar las bacterias extracelulares no fagocitadas. A 
continuación se lisan las células liberando las bacterias fagocitadas. A estas muestras se les realiza 
diluciones seriadas en base 10 para determinar las UFC/ml. El índice de fagocitosis se establece como 
UFC (ml

-1
) / número de Mφ por pocillo. 

 
 

Se determinaron además las UFC/ml de 2 controles adicionales. Un pocillo adicional sin células 

fue sembrado con el inóculo bacteriano y recibió el mismo tratamiento que los cultivos 

celulares. Dado que los cultivos de Mφ-Mo no forman una monocapa, quedan espacios de la 

placa no ocupados por células donde podrían quedar adheridas al plástico bacterias no 

fagocitadas. Además, se estimaron las UFC/ml del sobrenadante del último lavado previo a 

lisar los Mφ-Mo, para estimar la contribución de bacterias extracelulares sobrevivientes al 

antibiótico. Las contribuciones de bacterias de estos 2 controles resultaron despreciables. 

Previo a estos ensayos fue necesario establecer la concentración de gentamicina más alta que 

no resultara tóxica en los Mφ-Mo. Para ello se expuso a los cultivos de Mφ-Mo a 

concentraciones de gentamicina en un rango de 25 a 600 μg/ml incubando 1 hora a 37 ºC y 

estimando luego la viabilidad con el kit XTT. Se dejaron pocillos sin tratamiento de antibiótico 

al cual se le asignó un valor de 100 % de viabilidad. 
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Este ensayo se realizó también con Mφ-Mo perfilados e infectados con el BVDV a una MOI = 2, 

o bien con infección simulada para el control, determinándose el índice de fagocitosis a las 24 

hpi. 

 

2.12. Actividad arginasa 

 

La actividad arginasa se determina utilizando el kit comercial Arginase Activity Assay Kit (Sigma 

Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante. La arginasa es la enzima que cataliza el 

último paso del ciclo de la urea, convirtiendo la arginina en urea y ornitina. La urea producida 

durante la reacción con los reactivos del kit, va acompañada del desarrollo de color. Una 

unidad de arginasa es la cantidad de enzima que convierte 1 μmol de L-arginina en urea y 

ornitina por minuto a un pH de 9,5 a 37 ºC. El kit provee un estándar de urea con un límite de 

detección de 0,3 U/l en 2 horas de ensayo a 37 ºC.  

Cuando se determinan muestras provenientes de suero se depleta la urea sérica añadiendo un 

paso de ultrafiltración utilizando un filtro con un punto de corte de 10 kDa de peso molecular 

(Vivaspin Sartorius).  

En el ensayo donde se comparó actividad arginasa de Mφ-Mo purificados por MACS o 

adherencia, se normalizó la actividad arginasa a la cantidad de proteínas en la muestra 

expresada en gramos. La determinación de proteínas se realizó utilizando el kit comercial 

PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher) siguiendo las indicaciones del fabricante. Las 

placas son leídas en un lector de ELISA MultisKan FC (Thermo Scientific).  

 

2.13. Determinación de óxido nítrico 
 

Para la determinación de NO se utiliza el kit comercial QuantiChromTM Nitric Oxide Assay Kit 

de BioAssay Systems, siguiendo las instrucciones del fabricante. El NO es altamente inestable y 

se oxida en contacto con oxígeno, dando lugar a nitritos y nitratos. El ensayo incorpora un paso 

de reducción de nitratos a nitritos para después realizar una reacción de Griess optimizada. Se 

trata de un ensayo colorimétrico con un rango de detección de entre 0,6 a 100 μM. 
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2.14. Ensayos de actividad biológica de la azitromicina 

 

La azitromicina en un antibiótico macrólido de amplio espectro capaz de modular Mφ-Mo 

hacia un perfil M2, tanto in vitro como in vivo169–174. La droga base comercial (Droguería 

Saporiti) es altamente insoluble en agua. Para lograr disolverla en fase acuosa es necesario 

preparar una solución que contiene dihidro azitromicina (209,6 mg), ácido cítrico (153,8 mg), 

hidróxido de sodio (79,3 mg) y H2O MilliQ (1920 μl). 

La solución resultante tiene un volumen de 2 ml con una concentración equivalente a 100 

mg/ml de azitromicina. Luego se filtra en esterilidad con un filtro con diámetro de poro de 0,2 

μm. La solución fue preparada al momento de utilizarse en todos los experimentos. 

 

2.14.1. Actividad antibacteriana de azitromicina 

 

Se prepararon 5 tubos cónicos estériles (Greiner® BioOne) conteniendo 2 ml de LB con 

diluciones seriadas en base 5 de azitromicina en un rango de 8 a 5000 μM. Se añadió a cada 

tubo 100 μl de un cultivo bacteriano de E. coli cepa TOP10 que había crecido ON a 37 ºC y 200 

rpm de agitación. A un tubo adicional con 2 ml de LB sin antibióticos se le añadieron 100 μl de 

un cutivo bacteriano (C+) mientras que otro tubo conteniendo solamente LB sirvió como 

control negativo (C-). Los tubos se dejaron crecer ON a 37 ºC y 200 rpm de agitación. Al día 

siguiente el contenido de los tubos fue sembrado en placa de 96 pocillos por cuadruplicado y 

se leyó la densidad óptica a 600 nm en el lector de ELISA MultisKan FC (Thermo Scientific). La 

inhibición del crecimiento bacteriano porcentual se obtuvo con la siguiente ecuación: 

                                   ( )        
                                 

 

                
                   

  

 

2.14.2. Actividad antiviral y toxicidad de azitromicina 

 

Para establecer la actividad antiviral de la azitromicina se sembraron 2x104 células MDBK por 

pocillo en una placa de 96 pocillos, en medio MEMDc con 8 réplicas de diluciones seriadas en 

base 2 de azitromicina, en un rango de concentraciones desde 12,5 hasta 6400 μM y se las 

incubó por 24 horas a 37 ºC, 5 % CO2.  Luego el sobrenadante fue retirado, lavado con MEMDi, 

y se infectó con BVDV Singer cp con una MOI = 0,5 en MEMD – SFB 2 %. El inóculo fue 
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preparado sobre el mismo rango de diluciones de azitromicina, de modo que los cultivos 

estuvieron expuestos a las mismas concentraciones de azitromicina durante la duración del 

ensayo. A la mitad de las réplicas se les añadió MEMD – SFB 2 % con el mismo rango de 

diluciones de azitromicina, pero sin inóculo viral (Mock). Se incluyeron los correspondientes CC 

sin infectar y sin antibióticos, y los CV (controles de células infectadas sin antibióticos). La placa 

se incubó a 37 ºC, 5 % CO2 por 72 horas adicionales y se reveló por tinción con cristal violeta. 

Sobre el tratamiento Mock se estableció la toxicidad de azitromicina en el rango de 

concentraciones ensayado. La actividad antiviral porcentual se determinó como sigue: 

                    ( )        
                                  
                                    

 

La viabilidad porcentual se calculó con la siguiente ecuación, asignándole un valor de 100 % a 

la DO media del CC: 

           ( )        
                
                  

 

 

2.15. Ensayo de infectividad de múltiples cepas 

 

Se purificaron Mo proveniente de 4 animales por adherencia diferencial en placa, y se 

sembraron en placas de 24 pocillos, para determinación de actividad arginasa, o en placas de 

96 pocillos para el resto de las determinaciones. Transcurridos 7 días se perfilaron con los 

estímulos LPS, IL-4, IFN-γ, azitromicina o se los dejó sin perfilar tal como se detalló en 2.3.2.2.3. 

De las placas de 24 pocillos se determinó actividad arginasa a las 24 horas post estímulo. A 

continuación los cultivos se infectaron con cepas de genotipo 1 y 2 y biotipo cp y ncp a una 

MOI = 2 (Tabla M1). A las 24 hpi, de un set de réplicas se retiró el sobrenadante y se determinó 

viabilidad celular con el kit XTT. Del resto de los cultivos se cosecharon sobrenadantes, se 

clarificaron y almacenaron a -80 ºC para determinar posteriormente la producción de virus 

infeccioso por ensayo de microtitulación. Los pellets celulares fueron lavados y almacenados a 

-80 ºC para determinar luego replicación viral mediante ELISA NS3.  
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2.16. Actividad arginasa y producción de IFNs en macrófagos 

derivados de monocitos provenientes de animales de distinto 

status fisiológico 

 

Se tomaron muestras de sangre proveniente de vacas adultas (n=4), vacas cursando el primer 

trimestre de preñez (n = 4) y terneros menores de 2 meses de edad (n = 3) y se purificaron 

CMSP para obtener, luego de 9 días de cultivo Mφ-Mo. Las células fueron cosechadas, lavadas 

y se determinó la actividad arginasa y la producción de IFNs.  

 

2.17. Experimentos in vivo 

 

2.17.1. Modelo murino 

 

30 ratones machos BALB/c de entre 28 – 33 días y entre 20 – 22 gramos fueron alojados en 6 

jaulas con 5 animales cada una. Se armaron 3 grupos experimentales que fueron marcados 

diferencialmente con ácido pícrico 1 % en el lomo en la zona del cuello, en la cadera, o bien se 

dejaron sin marca, siendo distribuidos de manera homogénea en las distintas jaulas. 

18 animales recibieron un tratamiento de azitromicina 150 mg/Kg en 200 μl de PBS por la vía 

intraperitoneal (IP) y a los 12 animales restantes se les aplicó 200 μl de PBS IP conformando el 

grupo control. Dentro del grupo que recibió el tratamiento de azitromicina, un subgrupo 

recibió un día después la aplicación de 200 μl de un inhibidor específico de arginasa, el 

clorhidrato de 6-borono-L-norleucina, clorhidrato de ácido 2(S)-amino-6-boronohexanoico 

(ABH) (Sigma Aldrich) 10 mg/Kg, en PBS también por la vía IP. Los tratamientos y las dosis 

fueron tomadas de Amantea y col.170. En ese mismo momento se separaron 3 animales del 

grupo azitromicina y 3 del grupo control para su procesamiento. Estos animales conformaron 

el tiempo 0. Una hora después se infectó a todos los animales restantes con 400 μl de MEMDi 

conteniendo 1,25x106 TCID50/ml de BVDV 98-124 ncp sin SFB por la vía IP. La infección en el 

modelo murino fue publicada por nuestro grupo175 y cuenta con protocolo de bienestar animal 

aprobado (protocolo n° 6/2017 CICUAE - INTA). 

Los días siguientes se sacrificadoron animales a tiempos 1, 2, 4 y 7 dpi. Los tratamientos, el 

número de animales sacrificados cada día, así como su grupo experimental se detallan en la 

Tabla M5. Cada animal fue anestesiado con isoflurano y sangrado a blanco por el globo ocular. 
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La sangre entera se dejó reposar 30 minutos a TA, luego fue centrifugada a 1500 G y se separó 

el suero almacenándose a -80 ºC para posterior determinación de viremia por ELISA en 

células157. Inmediatamente los animales se sacrificaron por dislocación cervical. De estos se 

purificaron Mφ peritoneales y se sembraron en placas de 24 pocillos (ExtraGene), a razón de 

5x105 células por pocillo. Estas muestras se incubaron a 37 ºC, 5 % CO2 por 24 horas. A 

continuación se lavaron y cosecharon, almacenándose a -80 ºC para posterior determinación 

de NS3 y arginasa. 

 

DPI Azitromicina 
(Az. 150 mg/kg en 200 μl de PBS vía IP) 

Control 
(200 μl de PBS vía IP) 

-1 18 12 

0 
ABH 

(ABH, 10 mg/Kg en 200 μl de PBS vía IP) 
 

4  

 Sacrificio 

0 3 (Az.) 3 

 Infección BVDV 
400 μl de 98-124 ncp 1,25x106 TCID50/ml en MEMDi vía IP 

1 3 (Az.) 3 

2 3 (Az.) 2 

4 2 + 2 (Az. + ABH) 2 

7 3 + 2 (Az. + ABH) 2 

Tabla M5. Diseño experimental y cronología del experimento realizado en ratones. 

 

2.17.2. Modelo bovino 

 

Se realizó un experimento en terneros menores de 2 meses de edad, sanos, libres de BVDV y 

BLV, alojados en el Campo Experimental del CNIA - INTA. Se armaron 3 grupos experimentales 

compuesto de 3 animales cada uno (n total = 9). El peso de los animales osciló entre 78 y 96 Kg 

al momento de inicio del experimento, con excepción de un animal de 65 kg que fue asignado 

al grupo control. El resto de los terneros fueron distribuidos de acuerdo al peso de la manera 

más homogénea posible entre grupos. Los animales fueron muestreados el día del inicio del 

experimento (antes de aplicar los tratamientos) y se les realizaron análisis clínicos, hemograma 

y hepatograma completo. 

Un grupo fue tratado con azitromicina 10 mg/Kg por la vía intravenosa (IV) en forma de bolo. 

La dosis y la vía de administración fueron tomados de la tesis doctoral del Dr. Estéban Turic, de 

la Universidad Nacional de La Plata (UNLP) 2010176. El diseño original contemplaba 1 dosis por 

día, por 4 días consecutivos. Sin embargo un animal presentó efectos adversos transitorios 
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(caminar inestable, aturdimiento), recuperándose en pocos segundos sin ninguna intervención 

veterinaria adicional. De modo que los 3 animales del grupo recibieron la primera dosis por vía 

IV el primer día, pasándose a la vía oral para los días siguientes. El esquema oral fue de un 

gramo por animal por día.  

Otro grupo recibió adyuvante oleoso provisto por la empresa Agropharma Salud Animal S.A., 2 

ml en la tabla del cuello, una única dosis el día de iniciado el experimento. El tercer grupo 

control permaneció sin tratamiento. Al día siguiente de concluidos los tratamientos, es decir, al 

5° día de iniciado el experimento y al 7° día, se extrajo sangre tanto para realizar análisis 

clínicos como para purificar células. Todos los procedimientos se realizaron bajo la supervisión 

de la veterinaria del Campo Experimental y con protocolo de bienestar animal aprobado 

(protocolo n° 13/2021 CICUAE - INTA). 

 

Día 1 2 3 4 5 7 

Azitromicina (n = 3) 
10 mg/Kg [100 mg/ml] IV, 1 g oral 

X; IV oral oral oral X X 

Adyuvante oleoso (n = 3) 
2 ml 

X; IM    X X 

Control (n = 3)     X X 

Tabla M6.  Cronología, tratamientos y grupos experimentales del experimento realizado en bovinos. 
X: toma de muestras; IV: tratamiento intravenoso; IM: tratamiento intramuscular. 

 

Sobre las muestras de suero se realizó determinación de citoquinas bovinas TNF-α, IL-1β, IL-10 

e IFN-γ los días 1, 5 y 7 y actividad arginasa solamente el día 5.  

Se purificaron células los días 5 y 7. El día 5 se purificaron CMSP y se las infectó ex vivo con 98-

124 a una MOI = 2. Se determinó replicación intracelular por NS3 y producción de partículas 

virales nuevas del sobrenadante de cultivo a las 24 hpi. Este día se sembraron parte de las 

células para obtener Mφ-Mo los cuales fueron incubados por 8 días adicionales a 37 ºC, 5 % 

CO2 para permitir su diferenciación. Sobre estas células se determinó la actividad arginasa. Un 

conjunto de réplicas fue infectados ex vivo con 98-124 a una MOI = 2 (o bien se les practicó 

infección simulada). A las 24 hpi se cosecharon, determinándose replicación intracelular por 

NS3. El día 7 se purificaron Mφ-Mo siguiendo el mismo protocolo que para los que fueron 

purificados el día 5 y realizándose las mismas determinaciones. La cronología del experimento, 

los grupos experimentales y tratamientos se resumen en la Tabla M6. Las muestras generadas 

y las determinaciones realizadas se muestran en la Tabla M7. 
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Día 1 5 7 

Análisis clínicos 
Hemograma 

Hepatograma 
Hemograma 

Hepatograma 
Hemograma 

Hepatograma 

Determinaciones 
Citoquinas 

Arginasa en suero 
Citoquinas Citoquinas 

CMSP infección ex vivo 
(1 día de cultivo) 

- NS3 y titulación - 

Mφ-Mo infección ex vivo 
(9 días de cultivo) 

- 
Arginasa y NS3  

 24 hpi 
Arginasa y NS3  

24 hpi 

Tabla M7.  Muestras generadas en el experimento realizado en bovinos. 

 

2.18. Estadística 

 

Se utilizó el ANOVA de 1 o de 2 vías siempre que los datos obtenidos cumplieran con una 

distribución normal (Test de Normalidad de Wilk-Shapiro) y sus varianzas fueron comparables 

(Test de Bartlett). Las diferencias entre grupos experimentales se determinan por un test de 

comparaciones múltiples de Bonferroni. Este es el caso, por ejemplo, del análisis de células 

incubadas con diferentes concentraciones de E2r y la medición de NS3 en cada caso. Para el 

ANOVA de 1 factor se utilizó el test de Tukey para comparaciones múltiples.  

En los casos en los cuales el número de datos no fue suficiente para comprobar la distribución 

normal de los datos, el análisis de las diferencias fue realizado utilizando métodos no 

paramétricos: Mann-Whitney para comparaciones entre 2 grupos o Kruskal-Wallis para 

comparaciones múltiples. En caso de encontrar diferencias significativas en la prueba de 

Kruskal-Wallis, se realizó la prueba de Dunns que realiza comparaciones por pares entre cada 

grupo independiente e indica qué grupos son significativamente diferentes desde el punto de 

vista estadístico. 

Para examinar la significancia estadística de la asociación entre niveles altos o bajos de 

arginasa, y tasa alta o baja de replicación viral como variables categóricas en una tabla de 

contingencia de 2 x 2 con pocos datos, utilizamos la prueba exacta de Fisher. El valor de p de la 

prueba se calcula como si los márgenes de la tabla fueran fijos y por lo tanto proporciona 

conjeturas con el número correcto en cada categoría, lo que conduce bajo una hipótesis nula 

de independencia a una distribución hipergeométrica de los números en las celdas de la tabla. 

Los análisis fueron realizados mediante el software estadístico InfoStat/L (Córdoba, Argentina) 

y Graphpad Prism versión 5 (EEUU). En todos los casos se estableció un intervalo de confianza 
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mínimo del 95 % (con la única excepción de una prueba de Fisher donde la limitación de datos 

no permitían utilizar este nivel de confianza). 

La concentración inhibitoria del 50 % de la infección (CI50 %) por ml177, hace referencia a la 

concentración de un componente que es requerida para inhibir el 50 % del crecimiento del 

virus. Para calcularla, se realizó el análisis estadístico mediante regresiones lineales y los 

modelos Gompertz logístico y polinómico (regresiones no lineales), para establecer la relación 

entre la concentración de las distintas moléculas inhibitorias (x), con el porcentaje de 

inhibición (y) y se obtuvieron las respectivas ecuaciones. Con dichas ecuaciones se calcularon 

los valores de la CI50 % interpolando el valor correspondiente a la mitad del promedio de los 

valores del control de virus. 

Los datos se grafican como el valor medio del parámetro determinado ± el error stándar de la 

media. 
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3. RESULTADOS

Capítulo 1 - Interacción del BVDV con células inmunes bovinas 

Objetivos 

1: Establecer el tropismo, la cinética de replicación del BVDV sobre CMSP y la expresión de 

citoquinas inducidas por la infección.  

Introducción 

Con el objetivo de establecer la interacción entre el BVDV y las células inmunes bovinas, se 

estudió en primer lugar la replicación del BVDV en CMSP con dos cepas ncp de genotipo 2 de 

diferente virulencia. Utilizamos una cepa de referencia de alta virulencia (NY-93) y otra de baja 

virulencia (98-124) que corresponde a un aislamiento local que ha sido caracterizada por 

nuestro grupo22. Luego, con la cepa argentina estudiamos la inducción de citoquinas 

provocadas por la infección, y el tropismo del BVDV en CMSP. 

3.1. Resultados 

3.1.1. Replicación del BVDV en células mononucleares de sangre periférica 

Se purificaron CMSP de 3 bovinos adultos. Los cultivos fueron infectados ex vivo con las cepas 

de genotipo 2 de BVDV NY-93 de alta virulencia y la cepa 98-124 de baja virulencia con una 

MOI = 2, o bien se les practicó infección simulada para el control. Los sobrenadantes fueron 

cosechados a distintos tiempos post-infección y se purificó el ARN total. Sobre la muestra se 

realizó una RT-qPCR con cebadores diseñados para detectar BVDV (Figura 1.1A). La cepa de 

baja virulencia 98-124 produjo un pico a las 24 hpi que se mantuvo constante hasta las 144 

hpi. Estos valores fueron significativamente superiores a los de NY-93 desde las 24 hasta las 

144 hpi (p < 0,05). NY-93 produjo una cinética alcanzando un pico a las 144 hpi.
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3.1.2. Expresión de citoquinas 

 

Se extrajo ARN total de las CMSP infectadas a las 24 hpi. Este tiempo fue elegido por 

representar el pico de replicación viral para la cepa 98-124 que es la cepa utilizada a lo largo de 

la tesis. Sobre el ARN se realizó una RT-qPCR utilizando cebadores específicos para amplificar 

las citoquinas TNF-α, IL-6, IL-10, IL-12 y los IFN de tipo I-II y III (IFN-α, IFN-γ e IFN-λ, 

respectivamente). La expresión de citoquinas se representa como cambio relativo a la 

expresión respecto a la infección simulada “Mock”. Se observó regulación negativa para las 

citoquinas TNF-α, IL-10, IFN-α, IFN-γ e IL-6 en CMSP infectadas con ambas cepas. IFN-λ e IL-12 

se regulan positivamente en 98-124 (p < 0,05), mientras que en NY-93, IFN-λ se regula 

negativamente y la expresión de IL-12 no se modifica de manera significativa (Figura 1.1B).  

                                                                                               

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Cinética de replicación de un ciclo y expresión de citoquinas en CMSP infectadas con las 
cepas ncp de BVDV-2 98-124 (azul) y NY-93 (rojo). (A): cuantificación del número de copias de genoma 
viral extracelular en CMSP infectadas con 98-124 y NY-93 a MOI = 2, y Mock, determinado por RT-qPCR. 
Datos de 3 experimentos independientes. *: Diferencias significativas (p < 0,05). (B): cuantificación de la 
expresión de citoquinas mediante RT-qPCR en CMSP bovinos infectados con ambas cepas. Los 
resultados se expresan como cambios relativos respecto al Mock utilizando el método 2

-ΔΔCT 
y β-actina 

como gen normalizador. Las determinaciones fueron obtenidas de 3 experimentos independientes. 

 

En otro experimento similar, se purificaron CMSP de 3 animales y se infectaron ex vivo con 

BVDV 98-124 a una alta y baja MOI (2 y 0,2, respectivamente), con 98-124 inactivado a una 

MOI = 2, o bien se les practicó infección simulada para el control. La secreción de las citoquinas 

TNF-α, IL-10, IL-1β e IFN-γ inducidas por la infección se determinó por ELISA en los 

sobrenadantes de cultivo. Solamente se obtuvieron resultados detectables para IFN-γ en CMSP 

infectadas con una MOI = 2, comenzando a detectarse a partir de las 48 hpi. También se 

determinó la producción de IFNs de tipo I y III mediante el sistema MDBKT2 CAT en estas 
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células infectadas con MOI = 0,2 y 2 (Figura 1.2). Para ambas MOI, la producción de IFN-III es 

detectada a partir de las 24 hpi y la de IFN-I, más tarde, a partir de las 48 hpi. En la MOI = 0,2, 

la expresión del IFN de tipo III aumenta hasta las 72 hpi mientras que el IFN-I mantiene valores 

bajos hasta el último tiempo evaluado de las 72 hpi. En la MOI = 2, la cinética es similar hasta 

las 48 hpi, sin embargo, cae la producción de IFN-III y crece la producción de IFN-I hasta 

alcanzar valores similares entre sí a las 72 hpi. 

 

 

  

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Secreción de IFN de tipo I, II y III en CMSP infectadas con BVDV 98-124. (A): producción de 
IFN-I e IFN-III en CMSP infectadas a MOI = 0,2 (izq.) y MOI = 2 (der.), o bien con infección simulada 
“Mock”. (B): producción de IFN-II en CMSP infectadas con BVDV a MOI = 0,2; MOI = 2, o con infección 
simulada (Mock) o tratadas con virus inactivado, como se indica. Resultados de 3 experimentos 
independientes. 

 

3.1.3. Viabilidad de las células mononucleares de sangre periférica infectadas con 

el BVDV 

 

Dado que las células infectadas producirían IFN con actividad sobre sí mismas y células vecinas, 

decidimos establecer si la presencia de IFNs tenía relación con la muerte de linfocitos 

observada in vivo22,89,149. CMSP de 3 bovinos adultos fueron tratadas con IFN-α, IFN-λ o bien se 

las dejó sin tratamiento por 24 horas. Luego se cosecharon las células y se las incubó con una 

sonda fluorescente para determinar viabilidad por integridad de membranas. Un tratamiento 
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adicional consistió en un control positivo de mortalidad celular, las cuáles fueron expuestas a 

deprivación de nutrientes (cultivadas con PBS). A otro grupo de células se les realizaron los 

mismos tratamientos y además se las infectó con BVDV 98-124 MOI = 2 o bien se les practicó 

una infección simulada. Se las incubó por 24 horas adicionales y se las marcó con la sonda 

fluorescente. Las muestras fueron analizadas por citometría de flujo (Figura 1.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Viabilidad de CMSP bovinas tratadas con IFN-α, IFN-λ bovinos e infectadas con el BVDV. Se 
muestran gráficos de puntos (dot plots, del inglés) representativos de CMSP de 1 animal. (A) Viabilidad 
de CMSP tratadas con IFN-α e IFN-λ o sin tratamiento. (B) Viabilidad de CMSP tratadas con IFN-α e IFN-λ 
o sin tratamiento e infectadas con el BVDV MOI = 2 (o infección simulada). (C) Se resumen los resultados 
de los dot plots provenientes de 3 experimentos independientes realizados con 3 animales distintos. De 
izquierda a derecha, control positivo de células muertas, porcentaje de células vivas tratadas con IFNs o 
sin tratamiento, porcentaje de células vivas tratadas con IFNs e infectadas o Mock, replicación viral en 
estas células. Resultados de 3 experimentos independientes.  
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La viabilidad del control de mortalidad celular fue del 12,3 %. No se observaron diferencias 

significativas en la viabilidad celular por efecto de los distintos tratamientos, tampoco hubo 

diferencias en la viabilidad inducida por la infección viral, ni por la combinación de 

tratamientos e infección viral. Cuando se seleccionaron los eventos en el dot plot se tuvieron 

en cuenta eventos correspondientes a células vivas y muertas, para evaluar justamente el 

efecto sobre la viabilidad. La viabilidad en todos los casos se encuentra en torno al 70 % de los 

eventos en estas condiciones de selección de poblaciones. En cuanto a la replicación viral, esta 

fue menor en las CMSP tratadas con IFN-α, aunque la diferencia no fue estadísticamente 

significativa.  

 

3.1.4. Puesta a punto de la marcación intracelular del BVDV en células 

mononucleares de sangre periférica 

 

Con el fin de establecer el tropismo del BVDV en las células inmunes bovinas, se puso a punto 

la marcación intracelular del virus (Figura 1.4) en CMSP utilizando 2 anticuerpos comerciales 

diferentes. Un anticuerpo policlonal de cerdo conjugado a FITC anti-BVDV, y otro monoclonal 

que reconoce la proteína NS3 viral también conjugado con FITC.  

Se purificaron CMSP de un bovino adulto y se infectaron ex vivo con BVDV 98-124 a una MOI = 

2, o bien se les practicó infección simulada cultivándose por 24 horas para la marcación con 

anticuerpos. Este tiempo corresponde al pico de producción viral para BVDV en CMSP 

establecido previamente. En esta primera aproximación comprobamos que se producía una 

alta marca inespecífica FITC positiva con ambos anticuerpos, siendo menor con el anticuerpo 

policlonal (Figura 1.4A), lo cual motivó su elección para posteriores experimentos. 

Para facilitar la puesta a punto utilizamos la línea celular de riñón bovino MDBK. Estas células 

fueron infectadas con el BVDV a MOI = 2 y 0,2, dejando un grupo control sin infectar. A las 24 

hpi fueron marcadas utilizando el anticuerpo policlonal anti BVDV-FITC de VMRD, 

obteniéndose una marcación FITC positiva cercana al 90 % en las células infectadas con MOI = 

0,2, comparadas con células no infectadas tratadas con el anticuerpo (Figura 1.4B).  

Se siguieron distintas estrategias con la intención de reducir la marca inespecífica en CMSP. Se 

realizó un pre-tratamiento de estas células con suero de cerdo inactivado con el objetivo de 

bloquear los receptores Fc de inmunoglobulinas de las células inmunes bovinas, hipotetizando 

que el anti-BVDV-FITC producido en cerdo podría estar uniéndose a estos receptores en lugar 

de al BVDV. Por otro lado, se pre-incubó el anticuerpo con lisado de CMSP con la intención de 

proporcionar epitopes que secuestren el exceso de anticuerpo para reducir la marca 
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inespecífica. Se evaluaron menores concentraciones del anticuerpo anti-BVDV-FITC en los 3 

tratamientos.  

La opción finalmente elegida fue el pre-tratamiento del anticuerpo con lisado de CMSP 

disminuyendo la concentración de anticuerpo utilizada (Figura 1.4C). 
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Figura 1.4. Puesta a punto de la marcación intracelular 
del BVDV en células bovinas (A). Marcación en 
CMSP infectadas con el BVDV utilizando 2 anticuerpos 
distintos anti BVDV-FITC. El anticuerpo elegido 
corresponde a BVDV:FITC 1 (VMRD) que presenta 
menor marca inespecífica. (B) Marcación específica en 
la línea celular MDBK infectadas con el BVDV a MOI = 
0,2 y 2. (C) Distintas estrategias para reducir la marca 
inespecífica del anticuerpo anti BVDV-FITC en PBMC 
infectadas con el BVDV. Finalmente, la estrategia 
elegida consistió en pre-incubar el anticuerpo con un 
lisado de PBMC y reducir la concentración de 
anticuerpo. 
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3.1.5. Tropismo del BVDV en células mononucleares de sangre periférica 

 

Para estudiar el tropismo del BVDV en CMSP se realizó una marcación intracelular de CMSP 

utilizando un anticuerpo policlonal anti-BVDV conjugado con FITC. Se purificaron CMSP, se 

infectaron con BVDV 98-124 a MOI = 2 y 0,2, o bien se les practicó infección simulada para el 

control, y se incubaron por hasta 72 hpi cosechando las células cada 24 horas. Las células 

fueron permeabilizadas y marcadas con el anticuerpo anti BVDV para visualizar mediante 

citometría de flujo. Los resultados se muestran en la Figura 1.5.  

Cuando se considera la región correspondiente a las CMSP excluyendo a las células muertas y 

restos celulares, se observa una cinética similar a la observada en sobrenadantes de CMSP con 

una replicación que se mantiene prácticamente constante a partir de las 24 hpi. Al considerar 

entre las diferentes MOI (2 y 0,2) se observa que a las 24 hpi hay mayor presencia de virus 

intracelular en la MOI = 2 que en MOI = 0,2 (aunque con mucha variabilidad entre mediciones) 

y que esta relación se invierte a las 48 y 72 hpi. Cuando se excluye del análisis la región del plot 

correspondiente a Mo, se observa una cinética similar a la observada en CMSP, con mayor 

replicación cuando se infecta con MOI 2 a las 24 hpi e inversión de esta relación a las 48 y 72 

hpi. Sin embargo, la replicación en Mo en valores medios es mayor, sobre todo a las 48 hpi 

para ambas MOI.  Cabe señalar que los Mo son una población minoritaria, constituyendo cerca 

del 5 % de las CMSP totales; por tanto, las probabilidades de encuentro de las partículas virales 

con Mo durante la infección, es mucho menor que la de encontrarse con linfocitos, y aun así 

los Mo se infectan en igual o en mayor proporción que los linfocitos, indicando un evidente 

tropismo por el linaje monocítico. 

En un experimento subsiguiente se verificó el tropismo del BVDV por los distintos linajes de 

células inmunes. Se purificaron CMSP de 4 animales diferentes las que fueron infectadas ex 

vivo, a  una MOI = 2 o 0,2, o bien se les practicó infección simulada como control. La infección 

prosiguió por 24 horas, tiempo en el que se alcanza el pico de replicación viral. Transcurridas 

las 24 hpi, se cosecharon las CMSP y se marcaron con la sonda marcadora de viabilidad celular, 

para excluir células muertas del análisis. Posteriormente se realizó la marcación con 

anticuerpos anti-CD21 (células B), anti-CD4 (células TCD4), anti-CD8 (células TCD8), y anti-

CD172a (línea monocítica; Mo, Mφ y CD). Las CMSP fueron luego permeabilizadas y marcadas 

intracelularmente con el anticuerpo contra el BVDV y analizadas por citometría de flujo. Los 

resultados demuestran el tropismo del BVDV por las CPA (Figura 1.6) particularmente por el 

linaje monocítico. Aproximadamente la mitad de los Mo se infectan en el cultivo, seguido por 

las células B. La infección sobre las TCD8 en ambas MOI es menor al 10 % y casi indetectable 

en células T-CD4+ (Figura 1.6B).  
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Figura 1.5. Marcación intracelular de CMSP infectadas con BVDV 98-124 con anti-BVDV-FITC. 
Izquierda: dot plot, en rojo se muestra la población de CMSP excluyendo células muertas y fragmentos 
celulares. En azul están delimitadas las regiones de linfocitos y Mo. Derecha: gráfico correspondiente a 
la infección del linaje monocítico (arriba) y CMSP (abajo) infectados con MOI = 0,2 y MOI = 2. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 1.6. Tropismo del BVDV sobre CMSP bovinas. Se purificaron CMSP de 4 animales, se infectaron 

con el BVDV a MOI = 2, 0,2 y Mock y se cosecharon a las 24 hpi. Las células fueron marcadas con un 

marcador de viabilidad que permite seleccionar células vivas, con anticuerpos frente a CD21 (células B), 

CD4 (células TCD4), CD8 (células TCD8), y CD172a (línea monocítica; Mo, Mφ y CD) e intracelularmente 

frente al BVDV. (A) Histogramas representativos de un experimento. Los porcentajes corresponden a 

células sin infectar (bordó), células infectadas con MOI = 0,2 (azul) y 2 (naranja). (B) Porcentaje de 

células infectadas de los diferentes linajes celulares. (C) Porcentaje de reducción cuando se disminuye 

10 veces la cantidad de virus, (de MOI = 2 a 0,2). Datos de 4 experimentos independientes. *: 

Diferencias significativas p < 0,05, Kruskal-Wallis 1 vía, seguido del test de Dunns. 
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La infección preferencial del linaje monocítico resulta más notable si tenemos en cuenta que, 

como mencionamos más arriba, la línea monocítica es minoritaria entre los leucocitos. 

Además, cuando se reduce 10 veces la MOI, el porcentaje de reducción de células infectadas 

resulta significativamente menor (p < 0,05) en la línea monocítica (Figura 1.6C). Esto implica 

que durante la infección ex vivo, aún con menor cantidad de virus disponible, se mantiene casi 

intacta su capacidad infectiva sobre este linaje y no sobre los otros estudiados. 

 

3.1.6. Conclusiones parciales 

 

● El BVDV 98-124 infecta CMSP con un pico de replicación a las 24 hpi en una infección 

en un ciclo.  

● La infección ex vivo de CMSP con 98-124 indujo expresión diferencial de citoquinas e 

IFNs. 

● Los IFNs aplicados de manera exógena no modificaron la viabilidad de las células. 

● El BVDV posee un tropismo preferencial por las CPA, principalmente por células del 

linaje monocítico. 
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Capítulo 2 - Interacción del BVDV con los macrófagos bovinos  
 

 

Objetivos 

2: Estudiar la capacidad del BVDV de infectar Mφ-Mo bovinos en cultivos primarios. 

 

Introducción 

En el primer capítulo establecimos que el BVDV infecta preferentemente al linaje monocítico 

dentro de las CMSP. Nuestro grupo ya había estudiado el rol de las CD en inmunopatogenia 

viral81, sin embargo, la interacción del BVDV con los Mφ bovinos no había sido abordada en 

profundidad.  

 

3.2. Resultados 
 

3.2.1. Purificación de Monocitos 

 

Como se señaló en el apartado “Materiales y Métodos”, existen dos formas de producir 

cultivos primarios bovinos de Mφ-Mo a partir de CMSP. Brevemente, una opción es purificar 

Mo por su adherencia diferencial en placa de cultivos129–131,158–160. Otra técnica procede a la 

separación por selección positiva de células CD14+ basada en la tecnología MACS116,117,125–128 

(ver metodología para más detalles). CD14 es una glicoproteína de superficie de tipo ll que se 

expresa preferencialmente en Mo y Mφ. La purificación por afinidad (selección positiva) 

permite obtener una población de Mo con alta pureza, pero es una metodología laboriosa y 

costosa, difícil de aplicar en aquellos experimentos que involucran numerosos tratamientos  y  

animales. Resultaba entonces de interés estimar el porcentaje de células CD14+ purificadas 

por adherencia para verificar si se trataba de poblaciones equivalentes. Se purificaron por 

tanto Mφ-Mo por adherencia y se marcaron con un anticuerpo anti CD14-FITC. Prácticamente 

el 99 % de los Mφ-Mo obtenidos mediante adherencia fueron CD14+ (Figura 2.1A). En otro 

experimento se verificó la pureza de un cultivo de Mφ-Mo purificados por la tecnología MACS, 

resultando las células 99 % CD14+ (Figura 2.1B). Estos resultados indican que por ambas 

metodologías obtenemos un 99 % de Mφ-Mo CD14+. En adelante, en los experimentos donde 

utilicemos Mφ-Mo purificados por adherencia diferencial, nos referiremos a ellos como Mφ-

Mo adherentes. 
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Figura 2.1. Marcación de Mφ-Mo por adherencia diferencial y por sistema MACS. (A) Mφ-Mo 
purificados por adherencia marcados con un anticuerpo anti CD14-FITC en dos concentraciones 
distintas. (B) Marcación CD14-FITC de Mφ-Mo purificados por la tecnología MACS. 

 

3.2.2. Cinética de replicación del BVDV en macrófagos bovinos 

 

En el capítulo anterior establecimos que el linaje monocítico es susceptible a la infección por el 

BVDV. Estudiamos entonces la cinética de replicación viral en un ciclo en Mφ-Mo. Se 

diferenciaron Mφ-Mo y se infectaron con el BVDV-98-124 (genotipo 2, ncp) con una MOI = 2, o 

bien se les practicó una infección simulada y se las cosechó en distintos tiempos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 2.2. Cinética de replicación viral de un ciclo en Mφ-Mo infectados con 98-124 MOI = 2. 
Replicación intracelular (A) medida por producción de la proteína no estrucutrual NS3 por ELISA;  y 
producción de virus infectivo extracelular titulado en células MDBK (B). 

 

Se utilizó un ELISA comercial para detectar la proteína viral NS3 intracelular, utilizada como 

marcador de replicación viral. Los sobrenadantes fueron cosechados, determinándose la 

producción de virus infectivo extracelular mediante microtitulación (Figura 2.2). Se observa 

una cinética similar tanto para replicación intracelular como para producción de virus infectivo 

 

A B 
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extracelular con un pico a las 24 hpi y una ligera caída de la producción de NS3 hacia las 72 hpi, 

indicando el final del ciclo replicativo. 

3.2.3. Evaluación del rol de la glicoproteína E2 de la envoltura viral en mediar la 

entrada del virus a los macrófagos 

Hemos demostrado que el linaje monocítico constituye la mayoría de las células involucradas 

en la captación inicial de virus en CMSP cultivadas ex vivo. El BVDV infecta las células 

epiteliales y las CD mediante la unión de la proteína E2 a la superficie celular81. Estudiamos 

entonces si la glicoproteína E2 media el ingreso del BVDV a los Mφ bovinos. Para realizar este 

estudio trabajamos con E2r y anticuerpos específicos. 

3.2.3.1. Producción de la glicoproteína recombinante E2 de BVDV 

Se produjo la glicoproteína E2 de la envoltura viral de BVDV en el sistema baculovirus - células 

de insecto utilizando la línea celular SF9-BIR. El sistema de producción se detalla en la 

metodología. El mismo permite la producción de la proteína E2r conjugada con biotina en el 

sobrenadante de cultivo167. En primera instancia se amplificó el baculovirus recombinante 

obteniendo un título de 2,8x108 TCID50/ml. Este fue inoculado sobre células SF9-BIR con una 

MOI = 5 y se cosecharon los sobrenadantes a los 3 días. 

Se evaluó la producción de E2r mediante WB detectándose la proteína E2, pero sin detectarse 

la proteína biotinilada. Se realizaron entonces ensayos ELISA en células revelando con avidina 

peroxidasa, pero en todos los casos no se detectó la muestra biotinilada. Concluimos entonces 

que la proteína fue producida correctamente, pero que no se encontraba biotinilada. La 

producción se cuantificó mediante un in house ELISA como se describió en la metodología, 

obteniéndose un rendimiento de 20 μg/ml. 

3.2.3.2. Actividad biológica de E2 recombinante: ensayos de inhibición competitiva 

Para evaluar la actividad biológica de E2r, se realizaron ensayos de inhibición competitiva de la 

infección por el BVDV en células de línea MDBK. La estrategia consistió en pre-incubar células 

MDBK con diluciones seriadas de la producción de E2r (rango de 0,5 a 256 ng/ml) para permitir 
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la adsorción a la superficie celular, bloqueando receptores para el BVDV.  Luego se infectó el 

cultivo con la cepa Singer cp a una MOI = 0,01, revelándose por tinción con cristal violeta a las 

96 hpi. Se incluyeron los controles positivos de células infectadas con BVDV sin E2r añadida y 

controles negativos de células sin infectar y sin E2r. A estos últimos se les asignó un valor de 

100 %. Se añadieron además pre-incubaciones con sobrenadante de SF9-biotina (sin 

producción de E2r) y se infectaron con el BVDV, para asegurarse que la inhibición del ecp era 

exclusivamente provocada por la presencia de E2r. Se incluyeron también controles de 

toxicidad, es decir, células incubadas con las concentraciones más altas de E2r y del 

sobrenadante de SF9-biotina, sin infectar con el BVDV, para asegurarse que la producción de 

E2r o los controles no inducían por sí mismos muerte celular.  

Se observó una inhibición del ecp viral dependiente de la dilución de E2r (Figura 2.3). No se 

observó toxicidad por E2r, ni por el sobrenadante de SF9, ni inhibición inespecífica del ecp por 

el sobrenadante de SF9 (sin E2r). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3. Ensayos de inhibición del ecp del BVDV por competencia de E2r. Se pre-incubaron células 
MDBK con diluciones de E2r y luego se infectaron con el BVDV a una MOI de 0,01. A los controles de 
células sin infectar y sin E2r se les asignó un valor de 100 %. Se muestra el rango de diluciones de 0,5 a 8 
ng/ml Resultados de 3 experimentos independientes. 

 

3.2.3.3. Entrada del BVDV sobre los macrófagos derivados de monocitos 

 

Teniendo en cuenta el tropismo del BVDV sobre el linaje monocítico, se decidió explorar cómo 

ocurre la entrada del BVDV a los Mφ-Mo. Dados nuestros antecedentes, E2r era nuestro mejor 

candidato para bloquear la entrada del virus, puesto que demostramos que es capaz de inhibir 

completamente la entrada del virus en las CD81.  
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Se diferenciaron entonces Mφ-Mo y se realizaron distintos pre-tratamientos de inhibición 

competitiva antes de infectarlos con el BVDV a una MOI = 2 (o bien realizar infección 

simulada). Los pre-tratamientos sobre las células consistieron en distintas concentraciones de 

proteína E2r y un anticuerpo anti-DC SIGN.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4. Inhibición de la infección por E2r en Mφ-Mo. Se grafica la infección porcentual como 
actividad NS3 (%) normalizando la DO de Mock como 100 % (A - D). Actividad NS3 (%) de Mφ-Mo pre-
tratados con E2r (A), DC-SIGN (B), anticuerpo anti-E2, (C), y Mannan (D). Se añadieron controles de 
infección en células pretratadas con sobrenadante de SF9 (E), y se analizó la viabilidad de células 
expuestas a las máximas concentraciones de los tratamientos aplicados mediante ensayo XTT (F). 
Resultados de 3 experimentos independientes. Se indican las diferencias significativas con una confianza 
del 95 % aplicando el test de Kruskal-Wallis, seguido del test de Dunns para comparaciones múltiples. 
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DC-SIGN es un receptor utilizado para entrar a las células por otros virus que infectan 

Mφ178,179. Para verificar la especificidad del efecto, el inóculo viral fue pre-tratado previamente 

a la infección con un anticuerpo monoclonal anti E2. Tras la infección, las células fueron 

incubadas 24 horas y se evaluó la replicación viral por la presencia de la proteína NS3.  

Se realizaron 3 experimentos independientes evaluando la concentración de E2r hasta un valor 

máximo de 64 ng/ml. Se observó un efecto inhibitorio dependiente de la dosis, que fue 

significativo hasta los 16 ng/ml, con una reducción de la infección de entre 80 y 96 %. (p < 

0,05) (Figura 2.4A). El anticuerpo anti-E2 utilizado también inhibió parcialmente la entrada del 

BVDV en los Mφ-Mo (Figura 2.4C). Paradójicamente la dilución 1/50 mostró un valor medio de 

replicación mayor, aunque la diferencia no es significativa respecto de la dilución 1/200. 

Posiblemente esta dilución 1/200 aún sea saturante y sea necesario diluir más para observar 

un efecto dilución dependiente. Esta reducción corrobora la especificidad del efecto de la 

glicoproetína E2 observado. Se evaluó el efecto de los sobrenadantes de cultivo de la línea SF9 

infectada con baculovirus wild type sobre la replicación viral. Esta no se vio afectada por este 

tratamiento, comprobando de este modo que el efecto inhibitorio en la replicación se debe 

exclusivamente a la inhibición causada por la E2r (Figura 2.4E). Tampoco se vio afectada la tasa 

metabólica de los Mφ-Mo (determinada por ensayo XTT) con la infección ni con los distintos 

tratamientos a las máximas concentraciones utilizadas (Figura 2.4F).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 2.5. Inhibición de la infección por E2r en Mφ-Mo. Se grafican valores de DO promedio ± desvío 
estándar. Las mediciones se realizaron por triplicado. Resultados de 3 experimentos independientes.  
El valor de R2 de la curva realizada para calcular la CI50 % fue 0,95.  

 

El tratamiento de las células con un anticuerpo anti-DC-SIGN redujo la infección en un 20 % 

(Figura 2.4B) indicando que DC-SIGN estaría involucrado en el pegado del BVDV a los Mφ-Mo, 

pero no sería el único mecanismo. Ensayos realizados utilizando mananos mostraron una caída 
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no significativa en el valor medio de replicación en la concentración de 1 mg/ml (Figura 2.4D), 

aunque no se pudo demostrar un efecto dosis-dependiente y hubo datos con mucha variación.  

No se puede descartar que las concentraciones utilizadas sean subóptimas para causar efectos 

más acentuados en la replicación. Debe considerarse que estos receptores pueden ser 

indirectos, es decir, podrían facilitan la adsorción viral a la superficie celular, pero no 

necesariamente participan en la internalización. Para verificar el rol de E2 en la entrada del 

virus a las células calculamos CI50 % de E2r en Mφ-Mo (Figura 2.5). El valor obtenido fue de 

1,88 ng/ml. 

 

3.2.4. Conclusiones parciales 

 

 El BVDV 98-124 infecta Mφ-Mo con un pico de replicación en torno a las 24 hpi en una 

infección en un ciclo.  

● Los cultivos de Mφ-Mo purificados por la tecnología MACS o adherencia diferencial 

son equivalentes en cuanto a la expresión de la molécula CD14. 

● Produjimos la proteína E2r de BVDV con actividad biológica capaz de inhibir la 

infección por el BVDV en células susceptibles. 

● La glicoproteína E2 participa en el proceso de entrada del BVDV a los Mφ-Mo; y tanto 

DC-SIGN como el receptor de manosa podrían estar involucrados en el pegado de la 

partícula viral a la superficie celular. 
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Capítulo 3 - Interacción del BVDV con macrófagos derivados de 

monocitos perfilados 

Objetivos 

2: Estudiar la capacidad del BVDV de infectar Mφ-Mo bovinos en cultivos primarios. 

3: Establecer si existen diferencias en la cinética de replicación del BVDV en Mφ-Mo bovinos 

de distinto fenotipo y en la inmunomodulación ejercida por el virus. 

Introducción 

La interacción de los Mφ con el BVDV se ha estudiado in vitro26,49,147,148,79,119,120,142–146 e in 

vivo89,149,150. No obstante, los estudios publicados han considerado a los Mφ como una 

población homogénea, sin atender a los perfiles funcionales que presentan estas células al 

momento de la infección y/o a los que se inducen por efecto de la infección. Los siguientes 

experimentos tienen como objetivo intentar dilucidar el rol de la interacción del BVDV con los 

distintos perfiles de Mφ, los cuales fueron inducidos en cultivos primarios ex vivo. 

3.3. Resultados 

3.3.1. Caracterización de macrófagos derivados de monocitos perfilados ex vivo 

3.3.1.1. Producción de citoquinas, IFNs y actividad arginasa en macrófagos 

derivados de monocitos perfilados 

Al momento de infectar una célula los virus monocitotrópicos pueden encontrarse en su 

entorno con Mφ de diferentes perfiles funcionales. Con el objetivo de emular los perfiles 

clásicos o alternativos de Mφ in vitro se diferenciaron Mφ-Mo y se estimularon con LPS para 

inducir un perfil proinflamatorio “M1”, con IL-4 para inducir un perfil “M2” alternativo, e IFN-α 

para inducir un perfil de Mφ antiviral, al que denominamos “Mα”. Se determinó la producción 

de TNF-α, IL-10 en sobrenadantes de cultivo a las 96 horas de iniciado el tratamiento y 

actividad arginasa en las células. Encontramos que el perfil Mφ estimulados con LPS induce 

una cantidad significativamente mayor de TNF-α y significativamente menor de IL-10 (p < 0,05 

en ambos casos). Mientras que la actividad arginasa en células se vio significativamente 
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aumentada (p < 0,05) en el perfil M-IL-4 (Figura 3.1). De esta forma verificamos que podemos 

lograr desarrollar perfiles funcionales en los Mφ cultivados ex vivo. 

Figura 3.1. Producción de TNF-α e IL-10 en sobrenadantes de cultivo y actividad arginasa en células de 
Mφ-Mo perfilados. Se estimularon Mφ-Mo con LPS (M1) e IL-4 (M2) por 24 horas y se determinó TNF-α 
(A) e IL-10 (B) en sobrenadantes de cultivo por ELISA y actividad arginasa (C) en las células por un ensayo 
colorimétrico. Experimentos realizados por cuadruplicado. Diferencias significativas (p < 0,05) aplicando 
el test U de Mann Whitney.  

Fig. 3.2. Producción de IFN-I e IFN-III en Mφ-Mo perfilados. Se estimularon Mφ-Mo con medio de 
cultivo (M0), LPS (M1), IL-4 (M2) e IFN-α (Mα) por 24 horas y se determinó la presencia de IFN-I e IFN-III. 
Resultados de un único experimento. 

Se evaluó además la producción de IFN-I e IFN-III mediante el sistema MDBKT2 CAT-ELISA en 

los sobrenadantes de cultivos de los Mφ-Mo perfilados. Ambos tipos de IFNs se mantuvieron 

en niveles casi indetectables, apenas por encima del punto de corte establecido en el ensayo. 

Como era de esperar, se detectó la presencia de IFN-I en Mφ Mα, dado que este corresponde 

al que se agrega de manera exógena para perfilar a estas células (Figura 3.2). Resulta relevante 

que el aporte exógeno de IFN-I, induzca a la vez la producción de IFN-III.  
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3.3.1.2. Caracterización de marcadores de superficie en macrófagos derivados de 

monocitos 

 

En estos cultivos de Mφ-Mo perfilados con LPS, IL4 e IFN-α, se caracterizaron los marcadores 

de superficie CD14, CD205, CD172a, MHC-I y CD86. Para ello se cosecharon las células y se 

marcaron con los anticuerpos que reconocen estos marcadores de superficie conjugados con 

fluorocromos y se visualizaron por citometría de flujo. Se realizaron 4 experimentos 

independientes. Considerando el porcentaje de células marcadas con cada anticuerpo, no se 

observaron diferencias significativas con los tratamientos aplicados (Tabla 3.1).  

  CD14 CD205 CD172a MHC-I CD86 

Mo 96,5 ± 2,1 57,5 ± 3,5 99,0 ± 1,4 98,0 ± 1,4 95,7 ± 5,8 

M1 94,5 ± 3,5 57,7 ± 10,7 99,0 ± 1,7 97,0 ± 1,4 72,3 ± 26,3 

M2 88,0 ± 2,8 56,7 ± 22,4 99,3 ± 0,6 96,5 ± 0,7 60,7 ± 26,9 

Mα 95,0 ± 5,7 56,7 ± 6,0 98,0 ± 2,6 95,0 ± 4,2 58,3 ± 23,2 

Tabla 3.1. Marcadores de superficie en Mφ-Mo perfilados. Se estimularon Mφ-Mo con LPS (M1), IL-4 
(M2), IFN-α (Mα) o con medio de cultivo (M0) por 24 horas y se evaluaron por citometría los marcadores 
de superficie CD14, CD205, CD172a, MHC-I y CD86. Los resultados se expresan como porcentaje de 
células marcadas ± desvío estándar. Experimentos realizados con células provenientes de 4 animales 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3. Marcadores de superficie en Mφ-Mo perfilados. Se estimularon Mφ-Mo con LPS (M1), IL-4 
(M2), IFN-α (Mα) o con medio de cultivo (M0) por 24 horas y se evaluaron por citometría los marcadores 
de superficie CD14, CD205, CD172a, MHC-I y CD86. Los resultados se expresan como IFM. Experimentos 
realizados con células provenientes de 4 animales 
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Cuando consideramos el nivel de expresión por célula analizando la intensidad de 

fluorescencia media (IFM) se observó que la expresión de la molécula coestimulatoria CD86 

tiende a aumentar en Mφ M1 aunque con considerable dispersión. Todos los tratamientos 

disminuyeron el valor medio de la IFM de MHC-I (respecto a los M0). En las células tratadas 

con IL-4 se observó una caída en el valor medio de la IFM de CD14 y CD172a y un aumento leve 

en el marcador CD205 (Figura 3.3). Sin embargo ninguna de estas diferencias fue 

estadísticamente significativa. Debe tenerse en cuenta que los experimentos fueron llevados a 

cabo en Mφ-Mo provenientes de 4 animales diferentes, en una situación de campo. 

Probablemente, para encontrar diferencias significativas deberíamos aumentar 

considerablemente el número de animales involucrados. 

 

3.3.1.3. Actividad fagocítica de macrófagos derivados de monocitos perfilados 

 

La actividad fagocítica de los Mφ varía según su perfil. Varios estudios sostienen que los Mφ 

M2 tienen mayor actividad fagocítica que los Mφ M1107,180,181. Para evaluar la actividad 

fagocítica de los Mφ-Mo bovinos que recibieron diferentes tratamientos, realizamos un ensayo 

que consiste en exponer a los cultivos primarios de Mφ-Mo perfilados a una suspensión 

bacteriana sensible a gentamicina para permitir la fagocitosis, y una vez que ésta tiene lugar, 

se retiran por lavado y se eliminan con gentamicina aquellas bacterias no fagocitadas. 

Posteriormente se lisan los Mφ liberando a las bacterias intracelulares y determinando sobre 

estas las UFC/ml.   

 

 

 

  

  

 

Figura 3.4. Índice de fagocitosis en Mφ-Mo perfilados. (A) Índice de fagocitosis definido como UFC (ml
-

1
) / número de células por pocillo. M1: Mφ-Mo perfilados con LPS, M2: Mφ-Mo perfilados con IL-4, Mα: 

Mφ-Mo perfilados con IFN-α por 24 horas. *: Diferencias significativas aplicando Kruskal-Wallis seguida 
del test de Dunns. Resultados de 3 experimentos independientes. (B): Se estableció la toxicidad de 
gentamicina en cultivos primarios de Mφ-Mo bovinos tratándolos con concentraciones de 25 a 600 
µg/ml. *: Diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) y ***: (p < 0,001) aplicando el test 
ANOVA de una vía, seguido del test de Bonferroni. 
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Se estableció además, la mayor concentración de gentamicina que no resultara tóxica en 

cultivos primarios de Mφ-Mo bovinos; este valor fue de 100 µg/ml (p < 0,05) (Figura 3.4B). Una 

vez puesta a punto la técnica se purificaron Mφ-Mo, se los perfiló ex vivo y se realizó el ensayo 

de fagocitosis. El índice de fagocitosis se estableció como UFC (ml-1) / número de células por 

pocillo. Se realizaron 3 experimentos independientes. Los Mφ-Mo tratados con IL-4 

presentaron una fagocitosis aumentada (p < 0,05), propia de este perfil funcional, aunque los 

resultados no fueron estadísticamente significativos. Los Mφ Mα y M1 presentaron valores 

similares de fagocitosis (Figura 3.4A). 

 

3.3.2. Cinética de replicación del BVDV en un ciclo en macrófagos derivados de 

monocitos perfilados y producción de citoquinas inducidas por la infección 

 

Para estudiar la interacción del BVDV con Mφ-Mo de diferentes perfiles funcionales, se 

diferenciaron Mφ-Mo provenientes de 3 animales, se estimularon con LPS (M1), IL-4 (M2) e 

IFN-α (Mα) por 24 horas y se infectaron con el BVDV a una MOI = 2, o bien se le practicó 

infección simulada como control de infección.  

Se cosecharon células y sobrenadantes a distintos tiempos post-infección, y se evaluó 

replicación viral intracelular por ELISA determinando la presencia de NS3 o producción de virus 

extracelular en los sobrenadantes de cultivo, por ensayo de microtitulación en placa. Los 

resultados se resumen en la Figura 3.5A y 3.5B.  

Para los Mφ M2 y M1 la cinética de replicación es similar a la observada en CMSP, con un pico 

de replicación a las 24 hpi, que se mantiene relativamente constante en el tiempo. Esto sucede 

tanto en la producción de partículas virales nuevas, como en la replicación intracelular. A las 

24 hpi la producción de partículas virales en el medio extracelular, y la replicación intracelular 

son significativamente mayores en el fenotipo M2 respecto al fenotipo M1 (p < 0,05) (Figura 

3.5B). El tratamiento con IFN-α previo a la infección, bloquea prácticamente por completo la 

replicación intracelular y la producción de partículas virales (p < 0,05).  

En los cultivos infectados se evaluó la producción de citoquinas TNF-α e IL-10 a las 72 hpi 

(Figura 3.5 C) y la producción de IFN de tipo I y II (no se muestra).  

La infección redujo la expresión de TNF-α respecto a las células no infectadas tanto en los Mφ 

estimulados M1 como en los Mα, mientras que casi no se verificaron cambios en los Mφ 

estimulados con IL-4. En ningún caso las diferencias observadas resultaron estadísticamente 

significativas. En cuanto a la producción de IL-10 esta se indujo casi un 100 % más en el perfil 

M2 respecto al grupo control, y resultó significativamente superior a los niveles presentes en 

los perfiles M1 y Mα (p < 0,05 en ambos casos). Los valores medios de IL-10 disminuyen 
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respecto del control en perfiles M1 y Mα. Los valores de IFNs de tipo 1 y 3 se mantuvieron en 

valores casi indetectables en todos los perfiles en el tiempo evaluado (no se muestra), con 

valores por debajo de 0,09 UI/ml, tanto en Mφ infectados como en los controles.  
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Figura 3.5. Cinética de replicación en un ciclo del BVDV en Mφ-Mo perfilados y producción de 
citoquinas inducidas por la infección. Se obtuvieron Mφ-Mo de 3 animales y se estimularon por 24 
horas con LPS (M1), IL-4 (M2) e IFN-α (Mα). Luego se infectaron con el BVDV a una MOI = 2 (o bien se 
practicó infección simulada para el control) y se cosecharon células y sobrenadantes a 0, 6, 24 y 72 hpi. 
(A) Cinética de replicación viral en un ciclo medida por producción de NS3 intracelular (arriba) o 
mediante titulación de los sobrenadantes (abajo) (B). Los graficos de barras se realizaron con los valores 
de replicación a las 24 hpi obtenidos por ELISA-NS3 (arriba) y titulación (abajo). (C) Producción de TNF-α 
(izq.) e IL-10 (der.) en los sobrenadantes de cultivo, medido por ELISA a las 72 hpi y expresado como 
cambio relativo en los niveles de citoquinas de las células infectadas respecto a las células con infección 
simulada. Resultados de 4 experimentos independientes. *: Diferencias significativas entre medias 
aplicando el test Kruskal-Wallis, seguido del test de Dunns. 
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3.3.3. Fagocitosis en macrófagos derivados de monocitos perfilados e infectados 

con el BVDV 

 

Se analizó la capacidad fagocítica de Mφ-Mo perfilados e infectados con el BVDV a una MOI = 2 

o bien con infección simulada (Figura 3.6), utilizando la metodología descrita más arriba. La 

infección aumentó el valor medio del índice de fagocitosis para todos los tratamientos, y se 

pudo verificar que la diferencia fue estadísticamente significativa (p < 0,05) en los Mφ 

estimulados con IFN-α o LPS respecto de las mismas células sin infectar. El valor medio del 

índice de fagocitosis inducido por la infección en el perfil M2 fue superior respecto a las 

mismas células sin infectar, aunque las diferencias fueron marginalmente significativas (p = 

0,0511). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.6. Actividad fagocítica en Mφ-Mo perfilados e infectados con el BVDV. Los Mφ-Mo se 
perfilaron por 24 horas con LPS (M1), IL-4 (M2) e IFN-α (Mα). Luego se infectaron con el BVDV (MOI = 2) 
o se les practicó infección simulada. A las 24 hpi se realizó el ensayo de fagocitosis y se determinaron las 
UFC/ml de las bacterias fagocitadas. Resultados de 3 experimentos independientes. *: Diferencias 
significativas en comparaciones pareadas aplicando el test Mann-Whitney (p<0,05).  

 

3.3.4. Caracterización de marcadores de superficie en macrófagos derivados de 

monocitos perfilados e infectados con el BVDV 

 

Con el objetivo de establecer cómo influye la infección con BVDV 98-124 en los marcadores de 

Mφ-Mo perfilados con LPS, IL-4 e IFN-α e infectados ex vivo se evaluó por citometría de flujo la 

expresión de los marcadores CD16, CD40, CD86, CD172a y MHC-II a las 72 hpi. Se realizaron 3 

experimentos independientes con diferentes animales y se evaluó el porcentaje de células 

marcadas y el nivel de expresión de cada marcador mediante la IFM. Los resultados fueron 

altamente variables entre experimentos (no se muestra). Como se mencionó antes, la 
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expresión de marcadores resultaba variable en Mφ-Mo sin infectar, y la infección pareció 

acentuar este fenómeno. 

 

3.3.5. Actividad biológica y seguridad en el uso de azitromicina 

 

La azitromicina es un antibiótico macrólido de amplio espectro reportado como inductor de un 

perfil de Mφ-M2, tanto in vitro como in vivo170–172,174,182–184 con actividad bacteriostática y 

bactericida a altas concentraciones. Con el objetivo de incorporarlo a nuestros experimentos 

como una alternativa para polarizar Mφ dentro del espectro M2, adquirimos la droga base 

comercial y evaluamos su actividad biológica como antibacteriano, antiviral y su efecto sobre 

la viabilidad de células de línea bovinas. Para constatar su actividad antibacteriana se hicieron 

crecer cultivos bacterianos de E. coli TOP10 en presencia de concentraciones crecientes de 

azitromicina en un rango de 8 a 5000 µM, frente a un cultivo sin azitromina y un control sin 

antibiótico ni bacterias y se los incubó ON en agitación a 37 ºC. A continuación se leyó la DO de 

la suspensión resultante, estableciéndose el grado de inhibición del crecimiento bacteriano.  

Se produjo una inhibición concentración dependiente con la concentración de 5000 µM 

inhibiendo el crecimiento en valores superiores al 98 % y la inhibición en la concentración de 

azitromicina de 8 µM fue superior al 72 % (Figura 3.7A).  

También se verificó si la azitromicina afectaba la viabilidad de la línea celular bovina MDBK. 

Para ello se incubaron las células con concentraciones de azitromicina en un rango de 12,5 a 

los 6400 µM por 72 horas. Se incluyeron controles de células sin azitromicina, a la cuales se les 

asignó un valor de crecimiento del 100 %, revelándose luego por tinción con cristal violeta. La 

concentración de 100 µM resultó en una viabilidad de células superior al 90 %. La viabilidad no 

se vio afectada con concentraciones iguales o inferiores a 50 µM (Figura 3.7B). En cuanto a la 

actividad antiviral, esta se evaluó también en células MDBK en un rango de 12,5 a 6400 µM de 

azitromicina y las células fueron infectadas con la cepa cp Singer de BVDV e incubadas por 72 

horas. Como antes, se incluyeron los controles de células sin azitromicina y controles virales de 

infección sin azitromicina. Como existió toxicidad por azitromicina en valores superiores o 

iguales a 100 µM, solo se muestra la actividad antiviral en el rango de 12,5 a 50 µM (Figura 

3.7C). Teniendo en cuenta que la concentración de azitromicina que utilizamos luego para 

estimular Mφ-Mo fue de 30 µg/ml y que la concentración de 50 µM equivale a 37,4 µg/ml, 

podemos considerar que la azitromicina no es tóxica en esta concentración y que posee una 

actividad antiviral muy leve, con un valor inferior al 4 % y que por tanto no interfiere en los 

resultados.  
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Figura 3.7. Actividad antibacteriana, antiviral y viabilidad de células MDBK frente a azitromicina. (A) 
Inhibición del crecimiento porcentual en cultivos bacterianos de E. coli TOP10 con distintas 
concentraciones de azitromicina (0 - 5000 µM). (B) Evaluación de toxicidad de azitromicina en células 
MDBK luego de 72 horas de exposición a diferentes concentraciones del antibiótico (12,5 - 6400 µM) y 
revelado por cristal violeta. Al control de células sin antibiótico se le asignó una viabilidad del 100 %. (C) 
Actividad antiviral de células MDBK creciendo con azitromicina por 72 horas en un rango de 
concentraciones de 12,5 a 6400 µM e infectadas con el BVDV (solo se muestra el rango de 12,5 a 50 µM 
que no presentó toxicidad). Ensayo revelado por cristal violeta. Resultados de 1 experimento con 4 
réplicas cada uno. 

 

3.3.6. Actividad arginasa, replicación y viabilidad en macrófagos derivados de 

monocitos adherentes perfilados e infectados con cepas del BVDV de 

diferente biotipo y genotipo 

 

Como se mencionó en la introducción, la diversidad y complejidad de fenotipos de Mφ 

posibles que pueden encontrarse en los tejidos, y en diferentes situaciones fisiopatológicas es 

muy vasta, y diversos trabajos reportan distintos marcadores como criterios de identificación 

de un tipo o subtipo particular de Mφ. En este contexto, la actividad arginasa está propuesta 

como una firma inequívoca del espectro de perfiles M2 y puede utilizarse como criterio para 

diferenciarlo de los perfiles clásicos M1, frente a una multitud de marcadores que no siempre 

se comportan de manera clara105,106. 

Habiendo comprobado la relación entre actividad arginasa y mayor replicación en el perfil M2 

provocada por la infección con el BVDV 98-124, diseñamos un experimento para determinar si 

esta relación es extensiva para otras cepas del BVDV de diferente genotipo y biotipo, y para 

otros estímulos clásicamente descritos como inductores del perfil M2 o M1. Para ello 

realizamos un experimento en Mφ-Mo adherentes estimulados con inductores para el 

fenotipo M1, utilizando LPS (M-LPS) e IFN-γ (M-IFN-γ) o inductores típicos M2, utilizando IL-4 

(M-IL-4) o azitromicina (M-Az) y se determinó la actividad arginasa. Se utilizaron las cepas cp 

1a Singer, 1b 95409, 2a VS-253 y las cepas ncp 1b NY-1, 2b 98-124, 2 NY-93. El diseño del 

experimento y las determinaciones realizadas se esquematizan en la Figura 3.8. 
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Figura 3.8. Flujo de trabajo seguido en el experimento de infectividad con diferentes cepas. Se 
purificaron CMSP provenientes de 4 animales y se los diferenció ex vivo a Mφ-Mo. Luego se los estimuló 
con LPS o IFN-γ para inducir un perfil M1 o bien con IL-4 o azitromicina, para inducir un perfil M2. 24 
horas después se les determinó actividad arginasa o fueron infectadas con las cepas de BVDV cp 1a 
Singer, 1b 95409, 2a VS-253 o con las cepas ncp 1b NY-1, 2b 98-124, 2 NY-93, o bien se les practicó 
infección simulada. Los sobrenadantes de cultivo fueron titulados utilizando el ensayo de 
microtitulación en placa y en las células infectadas se determinó presencia de NS3 por ELISA y viabilidad 
por ensayo XTT. 

 

3.3.6.1. Actividad arginasa 

 

Los Mφ-Mo adherentes estimulados con LPS mostraron una actividad arginasa 

significativamente aumentada respecto al resto de los estímulos (Figura 3.9). Este resultado 

fue sorpresivo dado que esperábamos una menor actividad arginasa para un estímulo descrito 

como inductor del perfil M1. Además este resultado se contrapone a los resultados anteriores 

donde M1 (estimulado con LPS) presentaba menor replicación de BVDV 98-124 y menor 

actividad arginasa, aunque en este caso los Mφ-Mo se purificaron por adherencia diferencial y 

no por el sistema MACS. Los estímulos inductores del perfil M2 (azitromicina e IL-4), 

presentaron valores medios mayores que IFN-γ, aunque no de manera significativa. 

 

3.3.6.2. Viabilidad 

 

Los cultivos de Mφ-Mo adherentes perfilados con LPS, IFN-γ, azitromicina e IL-4, fueron 

infectados con las cepas de BVDV antes mencionadas a una MOI = 2, o bien se les practicó 

infección simulada. Se determinó viabilidad celular mediante el ensayo XTT (Figura 3.10). 
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Figura 3.9. Actividad arginasa en Mφ-Mo adherentes perfilados. Se purificaron Mφ-Mo y se 
estimularon con LPS, IFN-γ, azitromicina e IL-4 por 24 horas, determinándose la actividad arginasa en 
células. Resultados de células purificadas de 4 animales distintos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.10. Tasa metabólica en Mφ-Mo perfilados e infectados con el BVDV de diferentes genotipos y 
biotipos. Se diferenciaron Mφ-Mo adherentes a partir de 4 bovinos y se estimularon con LPS, IFN-γ, IL-4 
o azitromicina. Luego se les practicó infección simulada o bien se infectaron a una MOI = 2 con las cepas 
cp 1a Singer, 1b 95409, 2a VS-253 y las cepas ncp 1b NY-1, 2b 98-124, 2 NY-93. Se determinó luego la 
tasa metabólica porcentual respecto al Mock utilizando un ensayo colorimétrico (XTT). Resultados de 
células purificadas de 4 animales distintos. **: Diferencias significativas (p < 0,01) aplicando el test 
ANOVA de una vía seguido del test de Bonferroni. 
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Fig. 3.11. Replicación viral en Mφ-Mo perfilados e infectados con el BVDV de diferentes genotipos y 
biotipos. Se diferenciaron Mφ-Mo adherentes a partir de 4 bovinos y se estimularon con LPS, IFN-γ, IL-4 
y azitromicina. Luego se les practicó infección simulada, o bien se infectaron con las cepas del BVDV cp 
1a Singer, 1b 95409, 2a VS-253 o las cepas ncp 1b NY-1, 2b 98-124, 2 NY-93. (A) Replicación intracelular 
determinada por ELISA anti-NS3 de genotipos 1 y 2 y de biotipos cp (panel superior) y ncp (panel 
inferior). (B) Titulación de virus infectivo en sobrenadantes de genotipos 1 y 2 y de biotipos cp (panel 
superior) y ncp (panel inferior). No se detectó virus en sobrenadantes de las cepas 95409 y NY-1. *: 
Diferencias significativas (p < 0,05). **: Diferencias significativas (p < 0,01) aplicando el test ANOVA de 
una vía seguido del test de Bonferroni en todos los casos. 
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La determinación de viabilidad XTT es un ensayo colorimétrico que utiliza sales de tetrazolio 

que son clivadas por deshidrogenasas de células metabólicamente activas, y la reacción va 

acompañada por aumento en la intensidad de color del reactivo. Por tanto, una DO baja en el 

ensayo puede explicarse por una caída en el metabolismo celular y/o por muerte celular.  

La viabilidad de los Mφ-Mo infectados se vio afectada de manera dependiente al estímulo 

recibido y al biotipo de la cepa infectante. 

Los Mφ-Mo tratados con IL-4 e infectados con las 3 cepas cp presentaron una muerte celular 

notable, lo cual se vio reflejado en una tasa metabólica marcadamente negativa respecto al 

Mock, y significativamente inferior a la presentada por los Mφ-Mo infectados con 98-124 (p < 

0,01). Por su parte, 98-124 presentó una tasa metabólica considerablemente mayor al Mock 

en estos M-IL-4. La tasa metabólica de las cepas ncp NY-1 y NY-93 prácticamente no se vio 

afectada por la infección. 

Los Mφ-Mo tratados con azitromicina, el otro inductor de perfil M2, también presentaron una 

tasa metabólica similar al Mock en valores medios en 2 de las 3 cepas cp. El resto de cepas 

presentan mayor tasa metabólica respecto al control sin infectar. En cuanto a LPS e IFN-γ 

aumentan en todos los casos la tasa metabólica respecto al Mock en Mφ-Mo infectados con 

todas las cepas. En el caso de LPS, las 3 cepas cp presentan valores medios de DO menores 

respecto a las cepas ncp, aunque no de manera significativa, mientras que en los M-IFN-γ, la 

viabilidad de las células se ve aumentada de manera homogénea en todas las cepas estudiadas 

respecto al control sin infectar. 

 

3.3.6.3. Replicación 

 

La medición de la replicación viral se realizó a las 24 hpi, tiempo previamente establecido 

como el pico en la curva de replicación del BVDV en un ciclo. Se midieron los niveles de NS3 

por ELISA, a partir de los lisados celulares, y se realizó la cuantificación del número de 

partículas infectivas en los sobrenadantes de cultivo mediate el ensayo de microtitulación en 

placa. La replicación mostró una tendencia similar para ambas determinaciones para todas las 

cepas independientemente del genotipo y biotipo. Los valores medios fueron superiores en 

Mφ-Mo adherentes tratados con LPS y azitromicina tanto para NS3 como para producción de 

nuevas partículas virales extracelulares (Figura 3.11). 

Considerando los niveles de NS3 intracelulares como medida de replicación viral, se observa 

que los valores son significativamente menores, en células tratadas con IL-4 respecto a las 

tratadas con azitromicina (p < 0,05 para VS-253, NY-1 y NY-93; p < 0,01 para Singer) o LPS (p < 
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0,05 para NY-93 y NY-1; p < 0,01 para Singer). Estos bajos niveles de replicación en los M-IL-4 

infectados con cepas cp probablemente se debieron a la muerte celular inducida por este 

biotipo. Sin embargo, en las cepas ncp también los M-IL-4 presentaron una replicación baja, 

con excepción de aquellos infectados por la cepa 98-124. Justamente los M-IL-4 infectados con 

98-124 presentaron una tasa metabólica aumentada respecto a las células sin infectar, por lo 

que no puede descartarse que estos dos fenómenos estén relacionados. La replicación 

intracelular de la cepa cp 95409 fue casi indetectable, teniendo valores apenas por encima del 

punto de corte establecido por el ensayo (Figura 3.11A). Es notable que 95409 a pesar de casi 

no haber replicado, causara muerte celular en los M-IL-4 como mencionamos en la sección 

3.3.6.2. En ningún caso se observaron diferencias significativas en la replicación entre los Mφ 

estimulados con IL-4 e IFN-γ, lo que hace suponer que estos M-IFN-γ probablemente 

controlaron mejor la replicación del virus. Respecto a 98-124, cepa de estudio de esta tesis, la 

replicación fue significativamente mayor en los Mφ estimulados con LPS que en los M-IFN-γ (p 

< 0,05). 

Los títulos virales a las 24 hpi fueron altamente variables entre cepas (los gráficos se presentan 

en distintas escalas). La cepa VS-253 presentó valores de título de entre 1 y 3 órdenes de 

magnitud mayor que las restantes cepas. No se detectó producción de virus en los 

sobrenadantes de cultivo por parte de las cepas 95409 y NY-1. En el caso de la cepa 95409, 

esta apenas registró replicación intracelular, pero es intrigante por qué no se detectó 

producción de virus en los sobrenadantes para NY-1 bajo ningún tratamiento, dado que esta 

cepa sí presentó replicación intracelular. Los estímulos azitromicina y LPS indujeron valores 

medios mayores en la producción de virus extracelular en las cepas cp y ncp respectivamente 

respecto de los Mφ estimulados con IL-4 e IFN-γ, aunque no de forma significativa debido a 

una gran dispersión entre las muestras provenientes de diferentes donantes (Figura 3.11B). 

Nuevamente, los M-IFN-γ parecieron controlar mejor la replicación por cepas ncp respecto de 

los Mφ estimulados con IL-4, azitromicina y LPS aunque las diferencias no fueron significativas. 

Los M-IL-4 casi no produjeron partículas virales nuevas en sobrenadantes cuando se infectaron 

por cepas cp, sin detectarse en la cepa Singer y presentando baja producción en VS-253. 

Recordemos que estos Mφ M-IL-4 infectados por cepas cp morían, lo que seguramente afectó 

los resultados de replicación obtenidos.  

 

3.3.6.4. Relación entre la actividad arginasa y la replicación viral 
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Observamos mayor replicación de los Mφ-Mo adherentes estimulados con LPS y azitromicina, 

tanto a nivel intracelular como en la producción extracelular de nuevas partículas virales. A su 

vez, se comprobó que los M-LPS presentaron mayor actividad arginasa al momento de la 

infección. Este resultado nos condujo a pensar que los M-LPS podrían estar comportándose 

como un perfil funcional del espectro M2, de manera opuesta a lo que encontramos en los 

experimentos anteriores. 

Es posible pensar en un escenario donde los Mφ-Mo cultivados acarreen diferencias 

intrínsecas de origen, propias del status fisiológico (o fisiopatológico) del animal del cual 

fueron purificados. A fin de buscar una forma de “normalizar” dichas diferencias decidimos 

evaluar si la mayor actividad arginasa de un cultivo de Mφ guardaba relación con la tasa de 

replicación viral, independientemente de la cepa infectante y del tratamiento realizado a las 

células (Figura 3.12). Evaluamos entonces si existía asociación entre actividad arginasa y 

replicación mediante el test de Fisher.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.12. Test de Fisher de asociación entre actividad arginasa e infección por cepas de BVDV en 
Mφ-Mo perfilados. Asociación entre actividad arginasa y replicación viral intracelular (A) o producción 
de virus extracelular (C) en Mφ-Mo estimulados con LPS, IFN-γ, IL-4 o azitromicina e infectados con las 
cepas del BVDV cp 1a Singer, 1b 95409, 2a VS-253 y las cepas ncp 1b NY-1, 2b 98-124, 2 NY-93. Para 
establecer la relación se clasificó a los Mφ con actividad arginasa alta (≥ 15 U/l) o baja (< 15 U/l), y una 
replicación intracelular alta o baja (DO ≥ 0,3 y <0,3, respectivamente) en ELISA anti-NS3 (B), y valores de 
producción de virus extracelular altos o bajos (títulos ≥ 10

3
 y < 10

3
 TCID50/ml, respectivamente) (D). Las 

asociaciones se realizan en base a la frecuencia de Mφ-Mo en cada categoría de manera independiente 
a la cepa infectante y al estìmulo que recibieron las células. Resultados de 4 experimentos 
independientes.  



RESULTADOS 

122 
 

Para ello, clasificamos a los Mφ en cuanto a su actividad arginasa, asignando arbitrariamente 

actividad alta o baja considerando valores ≥ 15 U/l y < 15 U/l respectivamente; y los 

relacionamos con valores de replicación intracelular altos o bajos (valores de DONS3 ≥ 0,3 y < 

0,3, respectivamente) o con valores de producción de virus extracelular altos o bajos (valores 

de título ≥ 103 y < 103 TCID50/ml, respectivamente) para realizar el test de asociación en base a 

las frecuencias encontradas. 

El análisis demostró que existe una asociación positiva con alta significancia estadística entre 

actividad arginasa alta y replicación intracelular (p < 0,0001) (Figura 3.12A y B) y producción de 

virus extracelular (p = 0,004) (Figura 3.12C y D), siendo esta relación independiente del 

estímulo que recibieron las células y de la cepa viral infectante.  

 

3.3.7. Actividad arginasa en macrófagos derivados de monocitos MACS o 

adherentes 

 

En los resultados de experimentos anteriores comprobamos que los Mφ-Mo estimulados con 

LPS podían comportarse como un fenotipo funcional M1 o M2 según fueran purificados por la 

tecnología MACS o por adherencia diferencial en placa, respectivamente. Si bien demostramos 

que los cultivos son equivalentes de acuerdo a la expresión de CD14, estos mostraban 

diferencias funcionales importantes en distintos experimentos. Hipotetizamos entonces que 

las diferentes técnicas de purificación podrían inducir perfiles funcionales distintos. Para 

contrastar esta hipótesis purificamos Mφ-Mo provenientes de un único animal con el objetivo 

de reducir al mínimo posible las diferencias observadas y los purificamos simultáneamente por 

los dos sistemas. Luego de diferenciarse por 168 horas las células se cosecharon y se 

determinó la actividad arginasa, normalizándose a la concentración de proteínas presentes en 

la muestra. 

Si se compara entre sistemas de purificación, la actividad arginasa tuvo un perfil similar, con 

mayor actividad arginasa en M-LPS seguido de M-IL-4 y luego por M-IFN-γ.  

Dentro de los Mφ-Mo purificados por adherencia en placa, la actividad arginasa de los M-LPS 

fue significativamente mayor que la de los M-IFN-γ y M-IL-4 (p<0,05). Si comparamos entre 

ambos sistemas la actividad arginasa de los Mφ M-LPS adherentes fue significativamente 

mayor que los Mφ MACS M-IFN-γ y M-IL-4 (p<0,01). Los resultados se muestran en la Figura 

3.13. Considerando la actividad arginasa global producida por cada sistema de purificación, 

esta fue significativamente mayor en los Mφ-Mo purificados por adherencia (p<0,05) (no se 

muestra). 
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Figura 3.13. Actividad arginasa en Mφ-Mo purificados por la tecnología MACS y por adherencia 
diferencial en placa. Se purificaron Mo provenientes de un animal por MACS o adherencia y se los dejó 
diferenciar a Mφ-Mo por 168 horas. Luego se los perfiló por 24 horas con IFN-γ (M-IFN-γ), LPS (M-LPS) o 
IL-4 (M-IL-4) y se determinó la actividad arginasa la cual se normalizó a gramos de proteínas presentes 
en la muestra. Se muestran resultados de un único experimento, con 3 réplicas experimentales. La 
igualdad de al menos una letra señala igualdad estadística entre columnas. Diferencias significativas 
entre a y b (p < 0,01) y entre ac y b (p < 0,05) aplicando el test ANOVA de 2 vías seguido del test de 
Bonferroni. 
 

 

3.3.8. Actividad arginasa y producción de óxido nítrico e IFNs de macrófagos 

derivados de monocitos provenientes de animales con distinto status 

fisiológico 

 

Durante la preñez se ve favorecido un estado M2 en Mφ útero-placentarios. En el período 

neonatal, los Mφ presentan un perfil M2 relacionado con la ontogenia, expresan marcadores 

Th2 y son más vulnerables a infecciones intracelulares como las virales115. Habiendo 

establecido en nuestros Mφ que la actividad arginasa es un buen indicador de un perfil de Mφ-

Mo antiinflamatorio y más permisivo a la infección con el BVDV, resultaba interesante explorar 

cómo es la actividad arginasa en Mφ-Mo provenientes de animales con distinto status 

fisiológico. 

Se diferenciaron Mφ-Mo por adherencia diferencial provenientes de vacas adultas no 

preñadas (n = 4), vacas cursando el primer trimestre de preñez (n = 4) y terneros menores de 2 

meses de edad (n = 3) y se determinó la actividad arginasa y la producción de NO ex vivo. 

Los Mφ-Mo provenientes de hembras preñadas y de terneros registraron una actividad 

arginasa significativamente mayor que aquellos provenientes de vacas adultas (p<0,05) (Figura 

3.14). Los valores medios de producción de NO fueron menores en vacas adultas, pero las 

diferencias no fueron significativas.  
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De estos Mφ-Mo se determinó además la presencia de IFNs totales en sobrenadantes de 

cultivos. Se incluyó un control de Mφ-Mo estimulados con el mitógeno Concavalina A (ConA) 

para asegurar que las células fueran capaces de inducir la producción de IFNs en caso de ser 

estimuladas.  

Al igual que en otras determinaciones de IFNs en Mφ-Mo de este trabajo, solo se detectó una 

producción basal muy baja (no se muestra), apenas por encima del límite de detección de la 

técnica. La producción de IFNs por parte de los Mφ-Mo estimulados con ConA también fue 

baja, aunque significativamente mayor que la de los otros grupos (p<0,01).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.14. Actividad arginasa y producción de NO en Mφ-Mo provenientes de animales con distinto 
status fisiológico. Se diferenciaron Mφ-Mo provenientes de vacas adultas (n = 4), vacas cursando el 
primer trimestre de preñez (n = 4) y terneros menores de 2 meses de edad (n = 3) y se determinó la 
actividad arginasa (A) y la producción de NO (B). *: Diferencias significativas aplicando el test Anova de 
una vía, seguido del test de Bonferroni (p < 0,05). 

 

3.3.9. Entrada del virus en macrófagos derivados de monocitos perfilados 

 

Se había demostrado en el capítulo anterior que el BVDV utiliza la glicoproteína E2 para 

ingresar a los Mφ-Mo. Se pasó a explorar la interacción de E2r con los Mφ-Mo luego de los 

tratamientos con IL-4, azitromicina, LPS e INF-γ para verificar qué sucede con la adsorción de la 

proteína E2r en la superficie de los Mφ-Mo adherentes (Figura 3.15).  

Para ello realizamos tres experimentos en los que incubamos los Mφ-Mo perfilados con 

diferentes concentraciones de E2r para luego infectarlos con el BVDV 98-124, o bien realizar 

una infección simulada. La infección se verificó por producción intracelular de NS3 a las 24 hpi.  

Los resultados muestran que los Mφ-Mo con perfil M2, aquellos tratados con IL-4 y 

azitromicina, tuvieron valores medios de replicación mayores respecto de los Mφ-Mo tratados 

con IFN-γ y LPS, siendo la diferencia significativa (p<0,01) entre los M-IL4 y los M-LPS. Los M-IL-
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Tratamiento

4 presentaron además valores de NS3 significativamente superiores a los de las células no 

infectadas (p<0,01) (Figura 3.15F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3.15. Inhibición de la infección por E2r en Mφ-Mo perfilados. Se perfilaron Mφ-Mo con (A) IL-4 
(M-IL-4), (B) azitromicina (M-Az), (C) IFN-γ (M-IFN-γ), (D) LPS (M-LPS), o (E) medio de cultivo RPMIi (M0) 
por 24 horas, y se incubaron con E2r de 0,79 a 64 ng/ml, o bien con (F) RPMIi, durante 1 hora. Luego se 
las infectó con 98-124 MOI = 2 (o bien se les practicó infección simulada) y se determinó la replicación 
intracelular por ELISA NS3 a las 24 hpi. Para A a E, las diferencias significativas (p<0,05) fueron calculadas 
utilizando Kruskal Waliis seguido por el test de Dunns. En F, **: diferencias significativas entre 
tratamientos (p < 0,01) aplicando el test ANOVA de una vía, seguido del test de Bonferroni. 
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La pre-incubación de los Mφ-Mo con E2r redujo significativamente la infectividad viral en 

concentraciones mayores o iguales a 7 ng/ml para M-IL4 y M-Az (p<0,05) (Figura 3.15A y B, 

respectivamente); y en concentraciones iguales o superiores a 2,7 ng/ml para M-IFN-γ y para 

los Mφ-Mo sin perfilar (p<0,05) (Figura 3.15C y E). Los Mφ-Mo que habían sido diferenciados 

en presencia de LPS prácticamente no fueron infectados por el BVDV, mostrando una vez más 

la variabilidad asociada a este tratamiento en particular (Figura 3.15D).  

Figura 3.16. Curvas de inhibición de la infección por E2r en Mφ-Mo perfilados. Se perfilaron Mφ-Mo 
con azitromicina (M-Az), IL-4 (M-IL-4), IFN-γ (M-IFN-γ), LPS (M-LPS) o RPMIi (M0) por 24 horas y se 
incubaron con E2r en un rango de 0,79 a 64 ng/ml o bien con RPMIi. Luego se las infectó con 98-124 
MOI = 2 (o bien se les practicó infección simulada) y se determinó la replicación intracelular por ELISA 
NS3 a las 24 hpi. (A) Curvas de inhibición de la infección para cada fenotipo de Mφ-Mo. (B) Se muestra el 
ABC (izquierda) y las CI50 % (derecha) de cada curva (no se calculó para M-LPS, porque presentó muy 
poca replicación). *: Diferencias significativas aplicando ANOVA de una vía seguido de test de Dunns.  

Una manera de comparar la inhibición ejercida por E2r entre los distintos fenotipos de Mφ-Mo 

es comparar el área bajo la curva (ABC) y las CI50 %. Para ello se contruyeron curvas de 
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inhibición graficando las DO obtenidas para NS3 versus las concentraciones de E2r ensayadas 

tal como se realizó en el capítulo anterior. Las ABC de IL-4 es significativamente mayor que la 

de IFN-γ (p < 0,05), mientras que si se considera las CI50 %, los dos fenotipos M2 (azitromicina 

e IL-4), son significativamente mayores (p < 0,05 en ambos casos) que los fenotipos M-IFN-γ y 

M0 (Figura 3.16). Dados los bajos niveles de infección determinados en los M-LPS no fue 

posible calcular la CI50 % y ABC para este grupo.   

A fin de verificar si existía una interacción cuantitativamente equivalente entre la proteína E2r 

y los diferentes perfiles de Mφ-Mo, se construyeron las curvas de inhibición normalizando los 

niveles de infección porcentualmente respecto al control de cada fenotipo infectado pero no 

tratado con E2r, y asignándoles a estos últimos un valor de 100 %. De esta manera es posible 

comparar los valores de ABC independientemente de los niveles variables de infección que 

presenta el virus por las células que reciben diferentes tratamientos (Figura 3.17). 

Figura 3.17. Curvas de inhibición normalizadas de la infección por E2r en Mφ-Mo perfilados. Se 
perfilaron Mφ-Mo con azitromicina (M-Az), IL-4 (M-IL-4), IFN-γ (M-IFN-γ), LPS (M-LPS) o RPMIi (M0) por 
24 horas y se incubaron con E2r en un rango de 0,79 a 64 ng/ml o bien con RPMIi. Luego se las infectó 
con 98-124 MOI = 2 (o bien se les practicó infección simulada) y se determinó la replicación intracelular 
por ELISA NS3 a las 24 hpi. (A) Curvas de inhibición de la infección normalizadas para M-Az, M-IL-4 y M-
IFN-γ respecto de cada fenotipo sin E2r, a los cuáles se les asignó un valor de 100 %. (B) Se muestran las 
ABC para cada fenotipo. *: Diferencias significativas (p < 0,05) y **: (p < 0,01)  aplicando ANOVA de una 
vía seguido de test de Dunns.  

Los resultados muestran que el ABC normalizada es significativamente mayor para el perfil M-

Az respecto de los otros dos fenotipos (p < 0,05 frente a M-IL-4 y p < 0,01 frente a M-IFN-γ). A 

su vez el ABC de los M-IL-4 es significativamente mayor que la de los M-IFN-γ (p < 0,05). 

Estos resultados indicarían que la infectividad diferencial de los Mφ-Mo se debe, al menos en 

parte, a la distinta afinidad de E2 por cada fenotipo de Mφ. Es decir que se necesita mayor 

cantidad de E2r para inhibir el pegado del virus a las células con perfil anti-inflamatorio (con 

altos niveles de actividad arginasa) que para aquellas con perfil proinflamatorio. 
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3.3.10. Conclusiones parciales 

 

 Hemos caracterizado cultivos de Mφ-Mo con diferentes tratamientos pudiendo 

identificarlos como Mφ funcionalmente proinflamatorios o activados clásicamente 

“M1”, y antiinflamatorios o activados alternativamente “M2”. 

● El BVDV infecta preferentemente un fenotipo funcional M2 de Mφ induciendo la 

producción de IL-10. 

● La infección induce un aumento de la fagocitosis en los perfiles de Mφ-Mo estudiados. 

● Observamos una asociación con alta significancia estadística entre actividad arginasa e 

infectividad por el BVDV. Esta relación es independiente del estímulo polarizador de 

los Mφ-Mo y del biotipo y genotipo de la cepa infectante. 

● Los Mφ-Mo con perfil anti-inflamatorio (activados alternativamente) ofrecerían mayor 

disponibilidad de moléculas que mediarían la adsorción de la glicoproteína E2 sobre la 

membrana celular, la cual participa en el mecanismo de entrada del BVDV en este tipo 

de células. 

● Demostramos diferencias en la actividad arginasa de Mφ-Mo provenientes de bovinos 

de diferente status fisiológico y etario (hembras preñadas, hembras adultas y 

terneros). 
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Capítulo 4 - Estudios  in vivo 
 

 

Objetivos 

4: Determinar si el comportamiento del virus en los diferentes fenotipos de Mφ guarda 

relación con la inmunopatogenia observada in vivo. 

 

Introducción 

Habiendo estudiado la interacción del BVDV con Mφ-Mo bovinos ex vivo, evaluamos si 

nuestras observaciones tenían un correlato con la infección y el desarrollo de la enfermedad in 

vivo. Previamente, nuestro grupo había caracterizado y establecido un modelo murino 

(BALB/c) de infección por el BVDV, particularmente con la cepa 98-124, con la que trabajamos 

en esta tesis175. Este modelo fue desarrollado originalmente por Seong y col. en 2015185 y 

adaptado a nuestra cepa de trabajo. En nuestro modelo se verifica viremia desde los 4-7 dpi 

que persiste en el tiempo, detectándose replicación en CMSP. Desde entonces se han 

publicado varios trabajos aplicando dicho modelo175,186–190. Existen además reportes de la 

administración de azitromicina a ratones para obtener un perfil de tipo anti-inflamatorio a 

nivel de Mφ, aplicando la misma a nivel sistémico170–172,182,183.  

En este capítulo diseñamos un experimento en el modelo murino y posteriormente en 

bovinos, a fin de establecer si un tratamiento a nivel sistémico es capaz de polarizar a los Mo y 

Mφ in vivo y si este fenómeno afecta la capacidad del BVDV de infectar a estas células. 

 

3.4. Resultados 
 

3.4.1. Experimento en ratones 

 

La hipótesis planteada fue que los ratones tratados con azitromicina presentarían mayor 

replicación viral y mayor actividad arginasa por desarrollar un perfil de Mφ del fenotipo M2. El 

primer objetivo fue establecer un tiempo de respuesta óptimo en el que se verificara esta 

condición en Mφ peritoneales, a fin de incluir más animales en un segundo experimento, que 

incluyera únicamente el tiempo elegido. 
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Utilizamos 30 ratones BALB/c (6 a 8 semanas de edad, peso 18 - 22 g) que fueron divididos en 

2 grupos experimentales y distribuidos de manera homogénea en 6 jaulas distintas. Un grupo 

fue tratado con azitromicina IP (n = 18) y el otro recibió el diluyente por esta misma vía (grupo 

control, n = 12). A las 24 horas, dentro del grupo tratado con azitromicina, un subgrupo fue 

tratado con ABH IP (n = 4), un inhibidor específico de arginasa. Para estudiar el efecto de los 

tratamientos se separaron 3 animales del grupo azitromicina y 3 del grupo control. Se tomaron 

muestras de sangre y se eutanasiaron. Los animales restantes fueron infectados con el BVDV 

98-124 por la vía IP y eutanasiados los días 1, 2, 4 y 7 post infección. De todos los animales se 

tomó la temperatura corporal y se verificó el estado general previo a la eutanasia. 

Inmediatamente después se purificaron Mφ peritoneales que fueron incubados por 24 horas 

para determinar actividad arginasa y producción de NS3 intracelular. De la sangre obtenida se 

separó el suero para determinar viremia mediante ELISA en células. El diseño del experimento 

se esquematiza en la Figura 4.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4.1. Diseño experimental de ensayo in vivo en el modelo murino. (A) Grupos experimentales: 
Azitromicina (n = 18) y Control (n=12). Dentro del grupo Azitromicina a las 24 horas se administró ABH (n 
= 4). Salvo 6 animales (3 de Azitromicina y 3 del Control), el resto se infectó con el BVDV 98-124. (B) Se 
muestra la cronología del experimento, los tratamientos aplicados y el número de animales 
eutanasiados en cada tiempo. 
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3.4.1.1. Resultados 

 

Los resultados obtenidos en este experimento se muestran en la Figura 4.2. Lamentablemente 

hubo que descartar del análisis a 6 animales que estaban infectados con parásitos protozoarios 

móviles presentes entre las células peritoneales, reduciendo considerablemente el n del 

experimento. Esta reducción en el tamaño grupal afectó al grupo control donde fue necesario 

desestimar 2 animales en el tiempo 1 dpi, al grupo ABH donde se desestimó a 1 animal en el 

tiempo 4 dpi y a 1 animal de cada grupo en el tiempo 7 dpi. La contaminación no pudo 

asociarse a una jaula en particular, y es posible que los animales ya estuvieran infectados al 

momento de adquirirse.  

No se encontró signología clínica en los ratones infectados con el BVDV. La temperatura 

corporal se mantuvo dentro de parámetros normales a lo largo del experimento sin diferencias 

entre grupos experimentales. No se detectó replicación intracelular por presencia de NS3 en 

Mφ peritoneales en ningún tiempo y en ningún grupo experimental. La viremia en suero es 

superior en el grupo control a los 7 dpi, no obstante no fue posible realizar estadística. La 

actividad arginasa en el grupo azitromicina presentó valores medios superiores a los 2 dpi y 

nuevamente a los 7 dpi respecto del control. Sin embargo, en este tiempo los valores son 

similares a los presentados por el inhibidor ABH, donde esperábamos que se produjera 

inhibición de la actividad arginasa y valores similares al grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Viremia en suero y actividad arginasa en Mφ peritoneales. Los ratones tratados con 
azitromicina, azitromicina + ABH y control fueron infectados con el BVDV 98-124 24 horas post 
tratamiento. Los tratamientos y la infección se realizaron por la vía IP. Los animales se eutanasiaron a los 
días 0 (pre-infección) y 1, 2, 4 y 7 dpi determinándose viremia en suero por ELISA en células (A) y 
actividad arginasa en Mφ peritoneales (B). Para el grupo ABH las determinaciones se hicieron solamente 
en los tiempos 4 y 7 dpi.  

 

B A 
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3.4.2. Experimento en bovinos 

 

El modelo ratón no resultó adecuado para verificar las hipótesis planteadas, por lo que se 

decidió trabajar directamente con el hospedador natural del BVDV, el bovino. El primer 

objetivo fue poner a punto un modelo de modificación del perfil funcional de los Mo. Si bien 

existen reportes de tratamientos que inducen un determinado perfil de los Mφ en el modelo 

murino, en nuestro conocimiento no se han publicado reportes similares en bovinos. El 

experimento incluyó  9 terneros menores de 2 meses de edad, los cuales fueron separados en 

3 grupos experimentales de 3 animales cada uno y nombrados según el tratamiento que 

recibieron: Azitromicina, Adyuvante oleoso y Control (no tratados). Los grupos experimentales, 

cronología del experimento y ensayos realizados se detallan en la Figura 4.3. La hipótesis 

planteada fue que, los terneros tratados con azitromicina presentarían mayor replicación en 

Mφ-Mo ex vivo, con mayor actividad arginasa asociable a un perfil M2. El grupo Adyuvante fue 

incluído para promover un estado proinflamatorio propio de un perfil de Mφ M1 en estos 

terneros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3. Diseño experimental del ensayo realizado en bovinos. Se muestran los grupos 
experimentales, Azitromicina (G1), Adyuvante (G2) y Control (G3) y la cronología del experimento. Los 
tratamientos se aplicaron por 4 días consecutivos para G1 y solamente el día 1 para G2. Se realizó un 
muestreo el día 1, previo al inicio de los tratamientos y luego los días 5 y 7. Se detallan los ensayos con 
células y las determinaciones realizadas.  
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Como se señaló en la metodología, para el grupo Azitromicina el diseño experimental original 

contemplaba la administración por la vía IV de 10 mg/Kg por cuatro días consecutivos, según 

se estableció en una tesis doctoral de la UNLP como único antecedente176. El primer día de 

administración del tratamiento, uno de los animales presentó aturdimiento y desorientación 

tras la aplicación. Los síntomas remitieron en pocos segundos, y no se requirió intervención 

veterinaria. Por motivos de bienestar animal, se decidió pasar entonces a un esquema oral de 

1 g por día; de modo que los animales de este grupo recibieron una primera dosis de 10 mg/Kg 

IV y 3 dosis diarias orales consecutivas de 1 g. Los animales del grupo Adyuvante oleoso 

recibieron 2 ml de adyuvante IM en la tabla del cuello el día 1 del experimento y el grupo 

control permaneció sin recibir tratamiento. Se tomaron muestras de sangre y suero de todos 

los animales el día de inicio del experimento, antes de la aplicación de los tratamientos, y los 

días 5 y 7 posteriores. Los días 1, 5 y 7 se realizaron sobre estas muestras análisis clínicos de 

rutina. Además los días 5 y 7 se determinaron citoquinas en suero (TNF-α, IL-1β, IFN-γ e IL-10) 

y se determinó actividad arginasa en suero a los 5 días de iniciado el experimento.  

Para establecer si los Mφ-Mo presentaban algún tipo de cambio en su perfil, los días 5 y 7 se 

purificaron Mφ-Mo a partir de sangre periférica y se determinó la actividad arginasa. Un set de 

réplicas fue infectada ex vivo con el BVDV 98-124 a una MOI = 2, o bien se les practicó 

infección simulada. De estas células se determinó replicación intracelular por presencia de NS3 

a las 24 hpi. El día 5 post-tratamiento también se purificaron CMSP y se infectaron ese mismo 

día con una MOI de 2, o bien se les practicó infección simulada. A las 24 hpi se determinó NS3 

y producción de virus infectivo en sobrenadantes por la técnica de microtitulación en placa. 

 

3.4.2.1. Seguridad de los tratamientos aplicados 

 

El hemograma de los animales no mostró diferencias significativas inducidas por los 

tratamientos en ningún tiempo. La proteína C reactiva (PrCR), indicador de inflamación aguda, 

fue significativamente mayor en el grupo Azitromicina el día 5 (p < 0,05), respecto a los grupos 

Control y Adyuvante. Sin embargo, en el día 1 previo al inicio de los tratamientos, 2 de los 

animales del grupo Azitromicina tenían este indicador aumentado (0,70 ± 0,04 mg/dl), y si 

excluimos el valor proveniente del ternero con el valor bajo de PrCR, esta se encuentra 

significativamente aumentada (p < 0,05) en este grupo previo al inicio del experimento. Según 

la bibliografía consultada no hay registros de valores de referencia de PrCR en bovinos. En un 

trabajo publicado que incluía 29 bovinos sanos, los valores de PrCR fueron de 0,489 ± 0,04 
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mg/dl191. Si tomamos este valor como referencia, no se puede descartar que estos 2 terneros 

presentaran un proceso inflamatorio agudo antes de iniciarse el experimento.  

Los valores de eritrosedimentación, colesterol y hepatograma no arrojaron diferencias 

significativas entre tratamientos en ninguno de los tiempos analizados, con excepción de la 

bilirrubinemia total que al día 7 de iniciado el experimento fue significativamente mayor (p < 

0,05) en los animales tratados con Azitromicina y Adyuvante respecto al grupo Control. A 

diferencia de lo que sucede con la PrCR, no puede asociarse el valor elevado con un animal en 

particular, sino a que todos los animales, tanto controles como tratados, comenzaron con 

valores medios elevados (0,7 ± 0,00 mg/dl). Estos valores, luego fueron normalizándose 

únicamente en el grupo Control hasta valores medios de 0,47 ± 0,06 mg/dl (valores de 

referencia: hasta 0,47 mg/dl)192. Los resultados de los análisis clínicos se muestran en la Tabla 

3.2.  

 

3.4.2.2. Actividad arginasa, expresión de citoquinas y replicación viral  en células 

inmunes 

 

Considerando la actividad arginasa en suero, no se observaron diferencias significativas entre 

grupos. El valor medio más alto correspondió al grupo Adyuvante, aunque con considerable 

desviación entre terneros. Se detectó IFN-γ sérico en todos los grupos experimentales en los 

distintos tiempos con valores promedio prácticamente idénticos a los del grupo Control, 

excepto en el día 5, cuando los valores medios en los grupos Azitromicina y Adyuvante fueron 

superiores a los del grupo Control aunque estas diferencias no resultaron ser estadísticamente 

significativas (Figura 4.4). No se encontraron niveles serícos detectables de IL-1β, IL-10 y TNF-α 

en ningún grupo experimental y en ninguno de los tiempos ensayados. 

Los grupos Control y el tratado con Adyuvante mostraron bajos niveles de replicación viral en 

CMSP purificadas el día 5 post-tratamiento. La proteína NS3 fue casi indetectable en el grupo 

Adyuvante y no se detectó en el grupo Control. Ambos grupos presentaron bajos niveles de 

producción de partículas virales, cuantificadas mediante microtitulación a partir de los 

sobrenadantes. Se detectó mayor replicación viral en el grupo Azitromicina. En este grupo, las 

CMSP de todos los animales tuvieron producción de NS3 intracelular y altos títulos virales en 

los sobrenadantes, aunque las diferencias no fueron significativas debido a la dispersión de los 

datos, como suele obtenerse en animales exocriados, y con el número limitado analizado 

(Figura 4.5). 

 

Eritrosedimentación, PrCR, colesterol y hepatograma 
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Grupo Animal Día 
ERI 

(mm) 
PrCR 

(mg/dl) 
COL 

(mg%) 
BD 

(mg%) 
BT 

(mg%) 
TGO 
(UI/l) 

TGP 
(UI/l) 

FAL 
(UI/l) 

PRO 
(g%) 

Azitromicina 

513 

1 1 0,40 131 0,2 0,7 64 15 354 6,1 

5 1 0,42 137 0,2 0,5 58 13 296 6,1 

7 1 0,29 124 0,2 0,6 54 13 304 6,2 

           

517 

1 1 0,73 151 0,2 0,7 66 13 380 5,9 

5 1 0,82 142 0,2 0,5 54 10 305 5,8 

7 1 0,10 100 0,2 0,7 53 10 332 5,9 

           

518 

1 1 0,67 108 0,2 0,7 47 11 439 6,4 

5 1 0,84 124 0,2 0,6 45 8 411 6,6 

7 1 0,15 79 0,2 0,6 42 10 431 6,8 

            

Adyuvante 
oleoso 

504 

1 1 0,50 152 0,2 0,7 63 10 315 5,9 

5 1 0,41 131 0,2 0,7 62 10 317 5,6 

7 1 0,05 78 0,2 0,7 55 11 321 5,8 

           

505 

1 1 0,28 108 0,2 0,7 66 15 187 5,7 

5 1 0,08 60 0,2 0,6 53 11 118 5,5 

7 1 0,23 88 0,2 0,6 49 11 148 5,8 

           

508 

1 1 0,51 130 0,2 0,7 56 12 389 6,2 

5 1 0,22 94 0,2 0,7 60 12 287 6,3 

7 1 0,04 53 0,2 0,7 45 10 299 6,4 

            

Control 

506 

1 1 0,40 107 0,2 0,7 66 22 101 6,3 

5 1 0,28 102 0,1 0,5 80 21 91 6,1 

7 1 0,04 65 0,1 0,5 60 17 90 6,2 

           

509 

1 1 0,27 93 0,2 0,7 58 12 314 5,9 

5 1 0,13 77 0,2 0,6 55 10 259 5,7 

7 1 0,04 52 0,2 0,5 49 9 245 6,0 

           

514 

1 1 0,29 112 0,2 0,7 54 13 178 5,6 

5 1 0,12 106 0,2 0,7 70 14 174 5,5 

7 1 0,03 54 0,1 0,4 47 12 148 5,5 

 
Hemograma 

Grupo Animal Día 
Hematíes 

(/mm3) 
Hto 
(%) 

Hb 
(g/100 ml) 

VCM 
(fl) 

HCM 
(pg) 

CHCM 
(g/dl) 

RDW-C.V. 
(%) 

Azitromicina 

513 

1 8500000 36,0 11,9 42,35 14,00 33,06 26,2 

5 8390000 34,9 11,7 41,60 13,95 33,52 26,0 

7 8940000 37,2 12,5 41,61 13,98 33,60 26,3 

         

517 

1 7960000 34,6 11,1 43,47 13,94 32,08 23,6 

5 7460000 31,9 10,5 42,76 14,08 32,92 23,0 

7 8380000 35,5 11,9 42,36 14,20 33,52 24,2 

         

518 

1 7280000 30,9 11,1 42,45 15,25 35,92 28,2 

5 7740000 32,8 11,9 42,38 15,37 36,28 28,2 

7 7840000 33,0 12,1 42,09 15,43 36,67 28,3 
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Adyuvante 
oleoso 

504 

1 7510000 30,4 11,5 40,48 15,31 37,83 28,6 

5 7000000 27,8 10,6 39,71 15,14 38,13 26,9 

7 6930000 27,2 10,7 39,25 15,44 39,34 27,1 

505 

1 7600000 32,6 11,0 42,89 14,47 33,74 26,2 

5 7290000 30,3 10,8 41,56 14,81 35,64 26,0 

7 7510000 31,0 11,1 41,28 14,78 35,81 26,4 

508 

1 8630000 35,1 12,0 40,67 13,90 34,19 26,6 

5 8980000 36,3 12,8 40,42 14,25 35,26 26,7 

7 8740000 34,6 13,0 39,59 14,87 37,57 26,9 

Control 

506 

1 7410000 27,9 11,2 37,65 15,11 40,14 24,9 

5 7400000 27,8 11,4 37,57 15,41 41,01 25,1 

7 7300000 27,2 11,5 37,26 15,75 42,28 25,2 

509 

1 6570000 25,0 10,0 38,05 15,22 40,00 26,5 

5 6740000 25,7 10,3 38,13 15,28 40,08 26,2 

7 6680000 25,2 10,7 37,72 16,02 42,46 26,1 

514 

1 7530000 32,4 10,9 43,03 14,48 33,64 28,5 

5 7590000 31,8 11,2 41,90 14,76 35,22 28,7 

7 7700000 31,9 11,4 41,43 14,81 35,74 29,0 

Células blancas sanguíneas 

Grupo Animal Días 
Leucocitos 

(/mm3) 
Neutr. en 

Cayado (%) 
Neutr. 

Segm. (%) 
Eosinófilos 

(%) 
Basófilos 

(%) 
Monocitos 

(%) 
Linfocitos 

(%) 

Azitromicina 

513 

1 9100 0 28 0 1 13 58 

5 12000 0 23 0 1 19 57 

7 8500 0 16 0 1 17 66 

517 

1 9600 0 23 0 0 9 68 

5 9200 0 20 0 1 9 70 

7 9500 0 23 0 1 7 69 

518 

1 9800 0 25 0 1 14 60 

5 14500 0 35 0 1 12 52 

7 11100 0 28 0 1 13 58 

Adyuvante 
oleoso 

504 

1 11000 0 18 0 1 17 64 

5 9100 0 16 0 1 14 69 

7 9700 0 18 0 1 8 73 

505 

1 13800 0 17 0 1 16 66 

5 14000 0 14 0 1 14 71 

7 13100 0 24 0 1 13 62 

508 

1 7000 0 19 0 1 14 66 

5 7400 0 13 0 1 13 73 

7 7600 0 17 0 1 13 69 
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Control 

506 

1 12600 0 30 0 1 7 62 

5 9800 0 18 0 1 9 72 

7 11000 0 18 0 1 8 73 

         

509 

1 11600 0 22 0 1 10 67 

5 8900 0 9 0 1 11 79 

7 10100 0 17 0 1 16 66 

         

514 

1 6200 0 18 0 1 11 70 

5 6200 0 20 0 1 10 69 

7 7500 0 22 0 2 12 64 

 
Tabla 3.2. Análisis clínicos del experimento en bovinos. Se muestran valores correspondientes a los 
días 1, 5 y 7 de eritrosedimentación (ERI), proteína C reactiva (PrCR), colesterol (COL), bilirrubinemia 
directa (BD), bilirrubinemia total (BT), transaminasa glutámico oxalacética (TGO), transaminasa 
glutámico pirúvico (TGP), fosfatasa alcalina (FAL), proteínas séricas (PRO), hematíes, hematocrito (Hto), 
hemoglobina (Hb), volumen corpuscular medio (VCM), Hb corpuscular media (HCM), concentración de 
Hb corpuscular media (CHCM), amplitud de distribución eritrocitaria (RDW-C.V.), leucocitos, neutrófilos 
en cayado (NC), neutrófilos segmentados (NSe), eosinófilos, basófilos, Mo y linfocitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4. Actividad arginasa e IFN-γ en suero. Determinación de actividad arginasa (A) y producción 
de IFN-γ (B) en suero el día 5 post-tratamiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4.5. Replicación en CMSP día 5. Replicación intracelular por ELISA NS3 (A) y por producción de 
partículas infectivas en sobrenadantes mediante ensayo de microtitulación en placa (B) a las 24 hpi. 
Cultivos infectados ex vivo con una MOI = 2 con 98-124. Valores expresados como diferencias respecto 
al Mock. 
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Considerando la actividad arginasa en Mφ-Mo purificados los días 5 y 7 de iniciado el 

experimento, no existen diferencias significativas entre grupos cuando comparamos actividad 

dentro de un mismo día, para ninguno de los dos días estudiados (Figura 4.6.A). La actividad 

arginasa es significativamente mayor (p<0,001) en los Mφ-Mo purificados el día 7 que la de 

aquellos purificados el día 5 (Figura 4.7). El día 5 se observa una tendencia hacia valores 

medios más bajos de la actividad arginasa en el grupo Azitromicina respecto de los otros dos 

grupos de Mφ-Mo, y esta relación se invierte el día 7.  

La replicación en Mφ-Mo obtenidos los días 5 y 7 tampoco presentó diferencias significativas 

entre grupos expimentales ya que se observó una desviación considerable entre individuos 

dentro de cada grupo, sin embargo, al día 5, se observó una tendencia hacia valores medios 

bajos en el grupo Azitromicina respecto a los otros grupos experimentales, y esta relación se 

nuevamente se invirtió el día 7 (Figura 4.6.B). Como se observó en experimentos anteriores, es 

llamativa la similitud entre los gráficos de replicación y los de actividad arginasa (aunque existe 

considerable dispersión). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 4.6. Replicación intracelular y actividad arginasa en Mφ-Mo purificados los días 5 y 7. Los Mo 
obtenidos de los distintos animales fueron cultivados por 8 días para obtener Mφ-Mo y luego se les 
determinó actividad arginasa (arriba). Un set de réplicas fue infectada con el BVDV a una MOI = 2 (o bien 
se les practicó infección simulada). A las 24 hpi se determinó replicación intracelular por ELISA NS3 
(abajo). Los valores se expresan como diferencias respecto al Mock. 
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Figura 4.7. Actividad arginasa global en Mφ-Mo purificados los días 5 y 7. Los Mo obtenidos de los 
distintos animales fueron cultivados por 8 días para obtener Mφ-Mo y luego se les determinó actividad 
arginasa. 

Figura 4.8. Test de Fisher de asociación entre actividad arginasa e infección por BVDV en Mφ-Mo 
purificados de los grupos Azitromicina, Adyuvante y Control. Asociación entre actividad arginasa y 
replicación viral intracelular en Mφ-Mo de los 3 grupos experimentales. Para establecer la relación se 
clasificó a los Mφ-Mo con actividad arginasa alta (≥ 10 U/l) o baja (< 10 U/l), y con replicación 
intracelular alta o baja, con DO ≥ 1 y < 1, respectivamente en ELISA anti-NS3. Las asociaciones se realizan 
en base a la frecuencia de Mφ-Mo en cada categoría.  

Con el fin de estudiar si existe relación entre la actividad arginasa de los Mφ-Mo y la 

infectividad del BVDV, realizamos un análisis de contingencia considerando la actividad 

arginasa y los valores de NS3, independientemente del tratamiento realizado sobre los 

animales de los cuales se purificaron las células y considerando los datos de ambos días post-

tratamiento. 

El número limitado de datos no permite realizar el análisis de contingencia entre las 

proporciones de frecuencias con un 95 % de confianza (se requiere un mínimo de 5 datos en 

cada categoría). No obstante, si se realiza el análisis con una confianza del 85 % se verifica una 

asociación significativa entre la infectividad y la actividad arginasa de los Mφ-Mo.  
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Aún con la alta dispersión y el bajo número de datos, se observa la asociación antes descrita in 

vitro, siendo la infectividad de los Mφ-Mo mayor cuanto mayor sea la actividad arginasa de 

estas células, incluso cuando el estímulo que induce el fenotipo particular de los Mφ se aplica 

directamente  al animal, o sea, in vivo (Figura 4.7). Si bien asociación no es causa, es una 

observación que hemos podido comprobar tanto ex vivo como in vivo. Igualmente es necesario 

realizar un estudio más grande con un número mayor de animales para poder confirmar dicha 

asociación estadísticamente, con un 95 % de confianza. 

3.4.3. Conclusiones parciales 

 El modelo murino no resultó de utilidad para estudiar interacciones con Mφ

peritoneales, dado que no detectamos replicación del BVDV 98-124 en estas células.

● En el modelo bovino, la replicación de BVDV en CMSP sería mayor tanto a nivel

intracelular como en producción de virus infectivo en los animales tratados con

azitromicina.

● La azitromicina aplicada a terneros por vía sistémica induce mayor producción de

arginasa en Mφ-Mo el día 7 post inicio del tratamiento, aunque las diferencias no

fueron significativas.

● Las tendencias observadas en la producción de NS3 y la actividad arginasa de los Mφ

confirmarían la asociación entre estas variables in vivo.
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4. DISCUSIÓN

El BVDV es un patógeno viral que causa inmunosupresión en los animales infectados. El BVDV 

provoca depleción de linfocitos (T y B) y Mo89,193,194 y afecta la actividad de las CD81 generando 

inmunosupresión. Los Mo y los Mφ residentes en tejidos son células esenciales de la respuesta 

inmune innata a los patógenos.  

Se ha demostrado que BVDV disminuye la proliferación de linfocitos120, la quimiotaxis en 

Mo195, la actividad microbicida de los neutrófilos196, la actividad quimiotáctica de los 

neutrófilos dependiendo del biotipo197 y la expresión del complemento, los receptores Fc y la 

producción de quimioquinas de los Mφ alveolares196 que, en conjunto, sugiere una amplia 

modulación inmunitaria dentro de un huésped infectado. Se ha sugerido que los Mo y Mφ son 

fundamentales en la infección por BVDV para diseminar el virus150,198 e iniciar la apoptosis de 

las células T durante la infección199. Se observa linfopenia severa en animales infectados, sin 

embargo, el número de Mφ no se reduce en la periferia200. Esta observación sugiere que los 

Mφ pueden desempeñar un papel fundamental en la recuperación de la infección por BVDV, 

ya que no se agotan durante el curso de la infección. Todo esto apoya la relevancia del estudio 

de la interacción entre el BVDV y los Mφ bovinos. 

El presente trabajo demostró, utilizando Mφ-Mo bovinos en cultivos primarios, que la 

infección por el BVDV es mayor en Mφ alternativamente activados (M2) polarizados tanto ex 

vivo como in vivo, y que la mayor infectividad está asociada a la actividad arginasa de los 

Mφ-Mo. Los datos sugieren un rol de E2 en la entrada del virus a los Mφ. Hemos 

caracterizado la polarización de los Mφ-Mo del huésped en diferentes etapas de la vida y la 

asociación con la infección, lo que puede sentar las bases para futuras investigaciones sobre 

el mecanismo de escape inmunitario y la inmunopatogenia del BVDV. 

4.1. Capítulo 1 - Interacción del BVDV con células inmunes bovinas 

La elección de la cepa de trabajo se basó en que había sido ampliamente caracterizada in silico, 

in vitro e in vivo por nuestro grupo22. BVDV 98-124 es una cepa de baja virulencia y circulación 

local, elegida además prospectivamente en caso de precisar realizar ensayos a campo sin 

poner en riesgo la vida de los animales. Recientemente nuestro grupo ha publicado un estudio 
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de IFN como antiviral en el modelo murino utilizando esta misma cepa175 y una infección 

experimental en bovinos a campo201. 

El BVDV ingresa al organismo principalmente por la vía respiratoria, se disemina por el epitelio 

orofaríngeo y replica activamente en las amígdalas palatinas. Luego el virus pasa al torrente 

sanguíneo donde se encuentra de forma libre e infectando intracelularmente distintas 

poblaciones de CMSP42, detectándose incluso hasta 98 días después de producirse la infección 

aguda1. De hecho la detección en muestras de suero del animal infectado, constituye un 

método de diagnóstico de rutina1,42. La cepa 98-124 fue capaz de sostener una replicación en 

CMSP ex vivo hasta el último tiempo analizado de 144 hpi (Figura 1.1). En el caso de NY-93, 

este experimentó una notable pérdida de virulencia, debido probablemente a su amplificación 

en laboratorio en células de línea, dado que estos resultados se oponen a hallazgos anteriores 

de nuestro grupo, donde NY-93 presentaba mayor replicación en estas células, respecto a 98-

12422.  

En cuanto a la expresión génica de citoquinas inducidas por la infección, observamos 

regulación negativa para TNF-α, IL-10, IFN-α, IFN-γ e IL-6 en CMSP infectadas con ambas cepas 

respecto al control con infección simulada. De este modo el BVDV estaría interfiriendo con la 

expresión de citoquinas, lo que podría entorpecer una respuesta eficiente in vivo. A pesar de 

que NY-93 presentó menor replicación fue capaz de regular negativamente la transcripción de 

IFN-λ, mientras que 98-124 lo hace positivamente. No obstante, no siempre existe una 

correlación entre lo que se observa a nivel de la expresión génica y las proteínas secretadas, 

probablemente debido a regulaciones aguas abajo de la transcripción. Existen reportes de 

estas discrepancias en Mφ-Mo infectados con el BVDV79,139. Dado que estos estudios en la 

expresión corresponden a las 24 hpi estudiamos la secreción de IFNs y citoquinas a distintos 

tiempos post infección y solamente detectamos producción de IFN de tipo I, II y III en CMSP; a 

partir de las 24 hpi para IFN-I y III y a partir de las 48 hpi para IFN-γ (Figura 1.2). El virus 

inactivado no provoca producción de IFN-γ, por lo que probablemente sea necesaria la 

presencia de virus replicativo para desencadenar una respuesta potente. Esto es relevante en 

el contexto de las estrategias de vacunas atenuadas.  

Nuestro grupo y otros investigadores han reportado depleción masiva de linfocitos producida 

por el BVDV in vivo22,52,89,149. La depleción se produce a nivel de tejido linfoide y se acompaña 

por un aumento considerable en el número de Mφ en médula y corteza de órganos linfoides. 

No obstante no se ha establecido una relación causal clara entre Mφ y depleción de linfocitos, 

y es posible que se encuentren realizando funciones de limpieza de linfocitos apoptóticos149. 

Chase y col. detectaron un factor soluble producido por Mφ-Mo que induce apoptosis en 

linfocitos144, pero no fueron capaces de determinar la naturaleza de este factor.  
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Las CMSP infectadas fueron capaces de producir IFNs de tipo I, II y III, por lo que resultaba 

relevante establecer si estos IFNs circulantes podrían causar apoptosis en linfocitos, dado que 

los 3 tipos de IFNs presentan actividad pro-apoptótica202–204. Los IFN-I y -III aplicados 

exógenamente en las condiciones del ensayo, no indujeron muerte celular en las CMSP, como 

así tampoco la combinación del tratamiento con IFNs y la posterior infección con el BVDV 

(Figura 1.3). Restaría evaluar si el IFN-γ puede causar apoptosis en estas células. Por otro lado, 

el IFN-α pareció ejercer un efecto antiviral parcial disminuyendo la replicación intracelular, no 

obstante, estas diferencias no fueron significativas. Curiosamente, la viabilidad de células 

tratadas con IFN-α fue ligeramente superior en valores medios a la presente en las CMSP no 

tratadas y tratadas con IFN-λ, no obstante, estas diferencias tampoco fueron significativas. 

Cuando se añadió la infección a los pre-tratamientos con IFNs la viabilidad se mostró similar 

entre tratamientos. 

Habiendo observado replicación sostenida de nuestra cepa de estudio en CMSP ex vivo, era 

relevante establecer el tropismo del BVDV en estas células inmunes. En un primer experimento 

encontramos, mediante un análisis de citometría de flujo, una mayor proporción de eventos 

BVDV positivos en la población, definida por tamaño y granulosidad, correspondiente al linaje 

monocítico (Figura 1.5). Esta tendencia fue confirmada en un experimento posterior orientado 

a distinguir tropismo sobre poblaciones celulares. Los marcadores utilizados fueron CD21, CD4, 

CD8 y CD172a (Figura 1.6). TCD4 y TCD8 son los receptores de células T de los 

correspondientes linajes CD4 y CD8. En CMSP bovinas, CD21 se encuentra restringido a células 

B205 y CD172a se expresa en la línea mieloide y es adecuado  para marcar la población 

monocítica bovina116,206, estando presente en los 3 tipos de Mo bovinos descritos207 y siendo 

negativo en linfocitos bovinos208. Encontramos un claro tropismo del BVDV por este linaje 

monocítico, verificado porque i) existe mayor porcentaje de células infectadas en el linaje, ii) 

son el linaje menos numeroso dentro de las CMSP y iii) porque al disminuir la MOI 10 veces, la 

disminución en la infección del linaje cae en menor proporción en este linaje respecto de los 

otros estudiados. Esto convierte al BVDV en un virus eminentemente monocitotrópico.  

En este contexto, podría cobrar relevancia la hipótesis de “Caballo de Troya” común a los virus 

monocitotrópicos, donde estos secuestran precursores monocíticos, promueven la 

diferenciación a Mφ-Mo y CD derivadas de Mo (CD-Mo) de larga vida y se infiltran en todos los 

tejidos y/o en órganos linfoides, promoviendo la diseminación viral94. Esta hipótesis es 

compatible con la depleción de linfocitos en linfonódulos característica de la infección por 

BVDV in vivo78,89,146. 

Hasta el momento existen solo dos publicaciones donde estudiaron el tropismo del BVDV en 

CMSP. El primero data de 1994 donde se determinó el tropismo, partiendo de muestras de 
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sangre de ganado virémico infectado con la cepa Pe515 1a y con otras cepas no identificadas. 

En ese trabajo se utilizó el anticuerpo IL-A24 (anti-células mieloides) para la detección de Mo y 

un anti CD21 para células B. Los autores reportaron 23 % de las CMSP positivas para BVDV, 

siendo la población de Mo la que más se infectaba (35 %). En segundo lugar se infectaban 

células TCD2 (células T y NK) con un 23 % de células infectadas, frente a 11 % de células B194. El 

otro estudio fue realizado por Falkenberg y col., quienes utilizaron terneros PI infectados con 

BVDV 1b y 2a. Los autores trabajaron con sondas de ARN específicas para regiones codificantes 

de Npro y Erns y marcadores de antígenos de superficie para poblaciones celulares. Constataron 

que a medida que avanzaba la severidad de la enfermedad, se verificaba una progresión en la 

infección desde las poblaciones de células TCD4 y TCD8 donde el virus era casi indetectable, 

hacia células CD14+ y células B en donde aumentaba considerablemente el porcentaje de 

infección. Las CMSP totales infectadas aumentaron ligeramente durante el transcurso del 

experimento, y drásticamente en el período crítico de la enfermedad (previo a la eutanasia). 

Los autores sugieren que la ausencia de virus en células T estaría relacionada con una caída en 

la inmunotolerancia a la cepa infectante209.  

Nuestros resultados ex vivo son consistentes con estos 2 trabajos in vivo que presentan entre 

ellos nada menos que 25 años de diferencia en el año de publicación. Además, es la primera 

vez que se utiliza la cepa 98-124 (genotipo 2b) en un ensayo de esta naturaleza. Estos 

antecedentes son importantes porque validan nuestro modelo de infección ex vivo con el 

BVDV en CMSP. 

 

4.2. Capítulo 2 - Interacción del BVDV con los macrófagos bovinos 
 

En el capítulo 1 se estableció que la cepa argentina 98-124 (genotipo 2b, biotipo ncp) posee un 

comportamiento eminentemente monocitotrópico. En este contexto se comenzó a estudiar la 

interacción del virus con Mφ-Mo. Las dos técnicas existentes para purificar Mo 

bovinos116,117,159,160,125–131,158, y que se utilizaron en este trabajo, dieron por resultado cultivos 

equivalentes para el marcador CD14 (Figura 2.1). Esto posibilitó la realización de experimentos 

que involucraban mayor número de animales y tratamientos. 

En cultivos de Mφ-Mo la cinética de replicación viral de un ciclo fue similar a la observada en 

CMSP, con un pico de replicación a las 24 hpi. La cinética es similar cuando se examina tanto 

NS3 intracelular como producción de virus infeccioso en los sobrenadantes de cultivo por 

titulación (Figura 2.2). Al igual que con CMSP, esto motivó a que en experimentos posteriores 

se escogiera el tiempo de 24 hpi para las determinaciones de replicación. 
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Para poder evaluar si la infección de los Mφ estaba mediada por la glicoproteína E2 de la 

envoltura viral, se produjo esta proteína en forma recombinante utilizando el sistema de 

baculovirus – células de insecto168. En este caso se acopló a un sistema que permite la 

biotinilación durante la producción de la proteína167. Se comprobó que dicha proteína tenía 

actividad biológica con capacidad de inhibir la replicación del BVDV tanto en células de línea 

MDBK (Figura 2.3) como en cultivos primarios de Mφ-Mo sin mostrar toxicidad en ninguno de 

los dos sistemas. Lamentablemente la proteína no mostró señales de estar biotinilada, por lo 

que no fue posible detectarla directamente con los ensayos disponibles para tal fin. 

Previamente nuestro grupo había estudiado la entrada del BVDV en CD-Mo utilizando ensayos 

de competencia, comprobando que el BVDV infectaba estas células utilizando E281. En Mφ-Mo 

E2 también media la entrada del virus a la célula y su efecto es dosis dependiente, siendo 

capaz de inhibir casi por completo la infección a concentraciones de 16 ng/ml (Figura 2.4). 

A fin de comprobar la especificidad de la interacción de E2 con los Mφ-Mo utilizamos un 

anticuerpo monoclonal anti-E2168. Este anticuerpo neutralizante210 que fue incubado con el 

virus previo a la infección, causó reducción de la infección de hasta casi un 80 % en una 

dilución de 1/200.  

El anticuerpo monoclonal utilizado en los experimentos aquí presentados está dirigido hacia 

una proteína E2 codificada por una cepa de genotipo 1168 y nuestra cepa de trabajo 98-124 es 

de genotipo 2. En el BVDV tipo 1, E2 presenta un único epitope neutralizante y en el BVDV tipo 

2, E2 presenta 3 epitopes52. Sabemos que este anticuerpo tiene reacción cruzada neutralizante 

con 98-124210, no obstante reconoce un solo epitope de E2 lo que podría explicar que aun 

utilizando altas concentraciones del anticuerpo monoclonal, no se logró un bloqueo completo 

de la infección. 

Los receptores implicados en la entrada del BVDV en las células huésped permanecen elusivos. 

Como se describió en la introducción, se sabe que CD46 es un receptor para BVDV que 

interactúa con E2 en la unión inicial del virus a la célula31,32. No obstante la expresión de CD46 

en células no susceptibles que soportan la replicación del ARN viral no las hacen permisivas a 

la infección34. Además CD46 se encuentra excluido de la vesícula endosomal32 por lo que es 

probable que exista/n otro/s co-receptores implicados. Se ha propuesto al receptor de LDL 

como candidato a co-receptor del BVDV, pero distintos reportes han llegado a conclusiones 

encontradas respecto al papel de este receptor34,35. En el Virus del Dengue DC-SIGN participa 

en la unión inicial célula-virus y es encontrado en vesículas endosomales. Sin embargo, células 

mutantes incapaces de internalizar DC-SIGN continúan siendo permisivas a la infección179. En el 

caso de otro Flavivirus como el HCV, el tratamiento con Manann no inhibe la infección viral211. 
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En nuestros experimentos hubo una reducción no significativa de la infección con Mannan 

pero no hubo una inhibición concentración-dependiente. Esto podría explicarse porque la 

concentración de 1 mg podría ser saturante, y/o que la inhibición no fuese del todo específica. 

La incubación de los Mφ-Mo con un anticuerpo policlonal anti-DC-SIGN mostró reducción 

significativa de la infección solo a concentraciones altas de anticuerpo, a partir de la dilución 

1/20. Nuestros resultados con inhibiciones parciales de la entrada del virus indicarían que el 

BVDV podría quedar adsorbido en la superficie de Mφ de modo inespecífico, por la unión de 

E2 a lectinas de la superficie de estas células, y que esto favorecería su posterior 

internalización.  

El ingreso de ciertos virus, tales como BVDV y CSFV, a células susceptibles requiere la 

integridad del heterodímero E1-E29,10. Si bien la proteína Erns es dispensable en el proceso, se 

ha reportado que tiene la capacidad de unirse a GAGs. Los GAGs están compuestos por 

unidades de disacáridos sulfatados. Heparán y condroitín/dermatán sulfatos son los GAGs 

principales expresados en la membrana de Mφ212. Erns tiene la capacidad de unirse a heparina, 

fucoidán y dermatán sulfato, no así a condroitín sulfato y mananos30. Erns podría participar en 

estos procesos iniciales de unión inespecífica sin ser indispensables en la entrada viral. Hulst y 

col.213 sostienen que Erns se une de modo irreversible tanto a células susceptibles como no 

susceptibles al BVDV. Se ha reportado en cultivos primarios humanos, una mayor expresión de 

heparán sulfato en Mo que en linfocitos (aún en linfocitos estimulados con mitógeno), y aun 

mayor expresión en Mφ-Mo humanos214. Si este patrón fuera similar en bovinos, podría 

explicar el mayor tropismo del BVDV por el linaje monocítico en CMSP y la relevancia de los 

Mφ-Mo al ser altamente susceptibles a la infección.  

Otra posibilidad que deberíamos considerar es que E2 tenga capacidad de unión a más de un 

receptor de la membrana de los Mφ, como es el caso de Erns con capacidad de unirse a 

distintos GAGs. Si fuera el caso, el pre-tratamiento de las células con E2r podría bloquear más 

de un receptor e inhibir la infección, mientras que el pre tratamiento del virus con el 

anticuerpo neutralizante solamente bloquearía a E2, permitiendo que el virus se adhiera 

mediante las otras glicoproteínas de envoltura. Se ha reportado que E2 y Erns se unen a 

distintos receptores celulares213. En este caso, el virus debería poder internalizarse utilizando 

otras glicoproteínas distintas de E2, en contraposición con lo reportado sobre líneas 

celulares9,10. No obstante los cultivos primarios de Mφ-Mo podrían ofrecer un escenario 

distinto. En un trabajo publicado por nuestro grupo, el mismo anticuerpo neutralizante que 

utilizamos en los ensayos con Mφ-Mo168 fue capaz de inhibir completamente la entrada en CD- 

Mo81, además la CI50 % de E2r fue mayor, sugiriendo que distintos linajes celulares no 

necesariamente presentan idénticos mecanismos de entrada.  
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4.3. Capítulo 3 - Interacción del BVDV con macrófagos derivados de 

monocitos perfilados 

Se ha mencionado que la clasificación funcional de los Mφ en Mφ M1 proinflamatorios o M2 

antiinflamatorios hoy en día es meramente didáctica y no refleja la complejidad observada in 

vivo. En muchos contextos fisiopatológicos estudiados coexiste en un tejido particular una 

mezcla de poblaciones de Mφ de distinto fenotipo. Para llevar a cabo estudios funcionales en 

Mφ que reproducen esos fenotipos in vitro, se los estimula con inductores típicos de perfiles 

M1 o M2.  

Es importante destacar que, a la fecha, no existen reportes en la bibliografía en los que se 

estudien los perfiles de Mφ en relación con la infección con el BVDV.  

En este trabajo de tesis se emularon perfiles de Mφ-Mo bovinos ex vivo, con Mφ clásicos M1 

proinflamatorios (estimulados con LPS), con mayor expresión de TNF-α y Mφ M2 reguladores 

(estimulados con IL-4) con mayor actividad arginasa y producción de IL-10 (Figura 3.1). En 

estos Mφ detectamos una expresión basal de IFNs que es consistente con lo reportado por la 

bibliografía (Figura 3.2)92. Esta producción basal sería necesaria para gatillar una respuesta 

rápida antiviral mediada por interferones en caso de infección viral. Detectamos presencia de 

IFN-I en las células Mα con una concentración superior a 1,5 UI/ml. Este IFN-I corresponde al 

IFN-α bovino recombinante que se añadió de manera exógena para inducir Mφ antivirales Mα, 

a una concentración de 5 UI/ml, 24 horas previas a la cosecha de las células. Esta detección 

funciona como control positivo de la técnica. Los Mφ se encuentran en un estado 

metabólicamente activo y son capaces de responder a un estímulo de IFN-α, secretando IFN-λ. 

Los IFN-I estimulan una oleada de ISG, entre estos el factor IRF7. IRF7 puede participar en una 

segunda oleada de producción de IFN-I y de IFN-III215.  

De manera acorde con el fenotipo M2, encontramos en los Mφ estimulados por IL-4, 

aumentan su capacidad fagocítica (Figura 3.4), tal como se verifica en reportes 

bibliográficos107,180,181,216,217. 

Posteriormente los distintos perfiles fueron caracterizados con los estímulos inductores LPS, IL-

4 e IFN-α en cuanto a los niveles de expresión de las moléculas de superficie. Ninguno de los 

marcadores evaluados presentó diferencias significativas provocadas por los tratamientos de 

acuerdo al porcentaje de células con detección positiva y el nivel de expresión de los 

marcadores utilizados (CD14, CD172a, CD205, MHC-I y CD86). Las moléculas CD14, CD172a y 

MHC-I se expresaron en prácticamente el 100 % de las células lo cual era esperable al tratarse 

de Mφ-Mo.  
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Podemos hablar entonces de tendencias de los niveles de expresión de los marcadores. En los 

Mφ M2 se observó una disminución en los niveles de CD14 y CD172a (Figura 3.3).  

La mayoría de los reportes corresponden a estudios de polarización de Mφ humanos y 

murinos. CD14 es el receptor de LPS, y se ha reportado que en Mφ murinos es crítico para la 

polarización a M1 mediada por TLR2218. Estudiando caracterización de Mφ-Mo humanos en 

torno a su capacidad fagocítica, Schulz y col. establecieron que los Mφ-Mo del espectro M2 

tienen mayor capacidad fagocítica que los Mφ-M1, y que a su vez estos M1 tenían baja 

expresión de CD14 (CD14low)181.  

CD172a es un receptor inhibidor de la fagocitosis que interactúa con el ligando CD47 el cual 

transmite una señal “don´t eat me” (del inglés, “no me comas”) hacia el fagocito. De hecho, la 

inhibición de CD172a aumenta la fagocitosis en Mφ humanos219. En un trabajo con TAMs 

murinos la sobreexpresión inducida de CD172a y CD47 repolariza a los TAMs del espectro M2 

hacia un perfil M1, con mayor actividad tumorigénica220. En nuestros Mφ-Mo bovinos la 

expresión media de CD205 está aumentada ligeramente en M2 aunque con considerable 

dispersión. Este es un receptor carroñero de endocitosis con dominios de lectina tipo C, 

reportado como propio del perfil de Mφ M2221. Por último CD86, molécula coestimulatoria 

típica marcadora de los Mφ M1126,222,223 tiene mayor expresión (IFM) en el perfil M1. En 

conjunto estos resultados indican que logramos un perfil del espectro M2 en Mφ-Mo 

mediante el tratamiento de estas células con IL-4 bovina.  

El experimento descrito en este capítulo se realizó con 4 bovinos de los cuales se purificaron 

Mφ-Mo. Se trata de animales exocriados en situación de campo, por lo que es necesario 

aumentar considerablemente el n de animales muestreados para que las diferencias inducidas 

por los tratamientos sean estadísticamente significativas. Los factores genéticos y ambientales 

también son relevantes en las funciones y fenotipo de los Mφ-Mo. Thirunavukkarasu y col. 

estudiaron la producción de TNF-α, IL-10 y producción de NO en Mφ-Mo bovinos estimulados 

con antígenos de micobacterias. En estos experimentos, las células fueron purificadas de 

animales naïve o con exposición previa a Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) 

luego de 3 años de ocurrida la exposición. Dentro del grupo de animales expuestos a MAP, 

realizaron una clasificación como altos y bajos respondedores de acuerdo a la concentración 

sérica de IFN-γ. Los Mφ-Mo purificados de los animales caracterizados como altos 

respondedores secretaban más NO ante una exposición a MAP ex vivo. También hubo una 

caída en la producción de IL-10 en Mφ de animales previamente expuestos a MAP, frente a los 

Mφ provenientes de animales no expuestos, luego de ser estimulados con antígenos de MAP 

ex vivo. Además, los Mo de los animales previamente expuestos al antígeno, presentaban 

mayor expresión de marcadores M1126. Estos resultados indican que el fenotipo de los Mφ-Mo 
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está influenciado por la historia previa del animal (exposición previa al antígeno) y/o por 

factores genético-ambientales (altos y bajos productores de IFN-γ), y que, en el caso de este 

estudio, la memoria entrenada de los Mo duró al menos 3 años.  

Cuando estudiamos cómo afectaba la infección ex vivo a los marcadores en los Mφ-Mo 

perfilados (CD14, CD172a, CD205, MHC-I y CD86), los resultados se volvieron altamente 

variables entre experimentos. Sin embargo, los Mφ-M2 fueron los que resultaron infectados 

en mayor medida por el BVDV. Con este fenotipo se observó además que los niveles de IL-10 

eran mayores que en los otros fenotipos, y que estos niveles prácticamente se duplicaban 

luego de la infección con el BVDV (Figura 3.5). 

IL-10 es una citoquina reguladora reportada como inductora, al igual que IL-13, del fenotipo de 

Mφ M2.  Los efectos principales de la IL-10 son la inhibición de la secreción de IL-2 por parte 

de los linfocitos Th1, la regulación negativa de la producción de moléculas del MHC de clase II y 

citoquinas (p. ej., IL-12) por parte de Mo, Mφ y CD y, por lo tanto, inhibición de la 

diferenciación de linfocitos Th1 e inhibición de la proliferación del linfocito T. La relevancia 

clínica de la IL-10 incluye la posible supresión de la respuesta inmunitaria224. Existen 

antecedentes del aumento de IL-10 luego de la infección viral. Se ha reportado, por ejemplo, 

que en infecciones ex vivo en Mφ con el PRRSV se produce un aumento de la expresión de IL-

10 y a la vez se ven inducidos Mφ de todo el espectro M2. Por otro lado, el perfil de Mφ 

mediado por IL-10, fue el más permisivo a la infección92. 

La producción de IFNs en sobrenadantes, determinada a las 24 hpi luego de la infección con 

BVDV, se mantuvo en niveles apenas detectables por la técnica. Esto es consistente con lo 

reportado en bibliografía, donde los Mφ exhiben una producción basal de IFN-I y III y donde las 

cepas ncp de BVDV no inducen la producción de IFNs en Mφ, en contraposición con las cepas 

cp49,142,143. 

Los Mφ-Mo estimulados con IFN-α bovino fueron refractarios a la infección con el BVDV y casi 

no se detectó replicación intracelular, ni producción de partículas virales nuevas. 

Fue llamativo que el IFN-α no protegiera de la infección con 98-124 a las CMSP (provocó una 

caída no significativa en los niveles medios de replicación viral). No obstante, dentro de estas 

células el BVDV replica principalmente en el linaje monocítico, y mantiene replicación alta 

entre los Mφ-Mo.  

Los IFN-I y III comparten las mismas vías de señalización, aunque con receptores distintos. El 

receptor de los IFN-I presenta una distribución ubicua en los tejidos, mientras que el receptor 

de IFN-III se encuentra restringido principalmente en los epitelios y células inmunes. Esta 

característica confiere sensibilidad diferencial a los IFN-I y III a distintos tejidos: casi todas las 
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células son sensibles a los IFN-I, mientras que los IFN-III actúan principalmente a nivel de los 

epitelios, actuando como un antiviral específico de las vías de entrada de los virus225. 

Los Mo humanos son insensibles a IFN-λ, y el receptor va adquiriéndose paulatinamente 

durante la diferenciación a Mφ226. La ausencia de receptor en Mo podría explicar la falta de 

cambios en la replicación viral entre las CMSP tratadas con IFN-λ y las no tratadas. 

Recientemente se ha reportado una regulación positiva de ISGs en Mφ, pero no en Mo 

humanos en respuesta a agonistas de TLR4227. Sin embargo, hasta el momento no se han 

encontrado reportes de sensibilidad diferencial en Mφ-Mo y en Mo a IFN-I o bien en la 

expresión de su receptor. Los resultados obtenidos parecerían indicar que el IFN-α es más 

efectivo en bloquear la replicación viral por 98-124 en Mφ-Mo que en Mo. 

La actividad fagocítica es una característica diferencial entre Mφ de distinto fenotipo, siendo 

superior en los Mφ M2174,180,181, tal como se verificó en este trabajo. La infección con nuestra 

cepa de trabajo produce un aumento de la fagocitosis (post-infección) independientemente 

del perfil de los Mφ (Figura 3.6). Este hallazgo se contrapone con lo reportado en Mφ-Mo 

infectados con el BVDV, en donde una cepa ncp de alta virulencia144 y una cepa cp147 reducen 

la fagocitosis ex vivo, mientras que una cepa cp también reduce la fagocitosis con Mφ 

alveolares in vivo150. Por otro lado, Pedrera y col. reportaron alta actividad fagocítica en Mφ 

presentes en placas de Peyer de animales infectados, además numerosos Mφ tenían señales 

de infección viral, no obstante, el trabajo no establece una relación cuantitativa entre aumento 

de fagocitosis e infección viral89. 

Dados nuestros resultados con Mφ M2 estimulados con IL-4: fagocitosis aumentada (Figura 

3.4), CD14 y CD172a con tendencia a la disminución (Figura 3.3), actividad arginasa aumentada 

y mayor producción de IL-10 (Figura 3.1); es tentador hipotetizar que cuando estos Mφ-Mo 

son infectados por el BVDV estarían transitando aún más hacia un extremo del espectro M2 

potenciado por la infección (Figuras 3.5, 3.6 y 3.12). El aumento de la fagocitosis ocurre incluso 

en Mφ pro-inflamatorios infectados. La presencia de BVDV también induce un aumento 

significativo de la fagocitosis en Mφ Mα, que son prácticamente refractarios a la infección. A 

este respecto, Sang y col. proponen a los Mφ antivirales como una forma operativa 

relativamente independiente de los estados M1 o M2, donde la estimulación de Mφ con IFN-I 

activa vías de señalización canónicas compartidas que conducen a características típicas de M1 

y M292. 

Como se ha mencionado más arriba, los virus monocitotrópicos tienen dos estrategias a la 

hora de infectar Mφ: infectar un perfil favorable de infección (M2, regulador), y/o modular a 

los Mφ hacia el perfil favorable. Hemos comprobado que para el BVDV el fenotipo favorable de 

infección son los Mφ M2. Nos resta evaluar si el virus es capaz de modular a los Mφ hacia el 
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perfil favorable, lo cual consideramos altamente probable dado que la infección de Mφ M2 

aumenta la expresión de IL-10, una citoquina capaz de inducir un perfil anti-inflamatorio en 

estas células92. 

Existen múltiples reportes sobre polarización de Mφ ex vivo en bovinos, no solamente 

respecto del tipo de mediador utilizado, sino sobre posibles combinaciones de tratamientos, 

concentración, tiempos del estímulo, medio de cultivo, etc.116,117,126,138,139. 

Utilizamos por tanto, diferentes tratamientos en Mφ-Mo adherentes para determinar si los 

resultados obtenidos hasta entonces con la cepa 98-124 eran extensivos a otras cepas y otros 

tratamientos. El experimento incluyó distintos estímulos inductores de polarización M1 por 

bibliografía (LPS, IFN-γ) y M2 (IL-4, azitromicina) y distintas cepas de BVDV de genotipo 1 y 2 y 

biotipos cp y ncp (Figura 3.11). Los Mφ-Mo fueron obtenidos de cuatro animales. Fue 

sorpresiva la mayor actividad arginasa de los Mφ estimulados con LPS, propia del perfil M2, y 

la replicación aumentada en estos M-LPS, tanto a nivel intracelular como en la producción de 

partículas virales extracelulares. Encontramos una fuerte asociación con alta significancia 

estadística entre actividad arginasa y replicación y esto resultó independiente del estímulo que 

recibieron las células y del genotipo y biotipo de la cepa infectante. Esto es un punto relevante 

ya que nos permite independizarnos del estado de las células en los diferentes animales 

tomando a la arginasa como indicador de perfil M2. 

En la primera parte de este trabajo de tesis (Capítulo 3) cuando se caracterizaron los Mφ-Mo 

de diferentes perfiles luego de ser tratados con LPS o IL-4 como M1 y M2 respectivamente, 

había consistencia en el perfilado en distintos experimentos y con distintos animales. Sin 

embargo, el tratamiento de los Mφ-Mo con LPS en experimentos posteriores, comenzó a 

producir un perfil antinflamatorio (los posibles motivos se explican más abajo). Por lo tanto, la 

decisión fue utilizar IFN-γ como estimulante para producir el perfil M1 ya que en los diferentes 

experimentos los resultados eran consistentes. No obstante, cabe señalar que en todas las 

preparaciones de Mφ-Mo de los primeros experimentos (utilizando la tecnología MACS), el 

tratamiento con LPS indujo un perfil M1, por lo que podemos confiar en los resultados 

obtenidos con estos cultivos. El punto más relevante es que en todos los casos se observó una 

mayor replicación del virus en Mφ-Mo con perfil antiinflamatorio. independientemente del 

tratamiento que recibieron las células, lo cual fue verificado al medir actividad arginasa. 

Los Mφ-M1 expresan la enzima NO sintetasa la cual sintetiza NO y citrulina a partir de arginina. 

El NO participa de múltiples procesos, inhibiendo directamente la replicación viral por 

nitración específica de proteínas esenciales para la replicación del ARN228. Además, el NO es 

sustrato de RNS con actividad microbicida. Los Mφ-M2 expresan la enzima arginasa que 

hidroliza arginina a ornitina y urea. Al competir por el mismo sustrato, la actividad arginasa 
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limita la producción de NO. La ornitina además ingresa en las vías metabólicas de las 

poliaminas y prolinas que son factores importantes en proliferación celular y reparación del 

tejido105. 

La actividad arginasa como sello de perfil M2 se encuentra ampliamente aceptada96,104–107 y la 

asociación entre actividad arginasa y mayor replicación viral ha sido reportada para virus de 

diversas familias228 incluido el género Pestivirus229. Por tanto, no debe sorprendernos la 

asociación arginasa y replicación, no obstante, esto da cuenta de la complejidad de los Mφ del 

espectro M2. En el experimento donde se utilizaron múltiples cepas y estímulos, los M-LPS se 

comportaron funcionalmente como Mφ del espectro M2 (alta actividad arginasa y replicación 

viral), los M-Az y los M-IL-4, presentaron alta actividad arginasa, significativamente menor que 

los M-LPS, pero aumentada respecto a los M-IFN-γ. Los M-Az soportaron alta replicación viral, 

y por otro lado, los M-IL-4 presentaron muerte celular masiva tras la infección por cepas cp.  

Los M-IFN-γ en contraposición, fueron los que menos replicación viral soportaron, 

presentando baja actividad arginasa, comportándose de acuerdo al estímulo utilizado, como 

típicos Mφ M1. 

Estos resultados obtenidos a partir de Mφ adherentes estimulados con LPS nos llevaron a 

pensar que el método de purificación de los Mo podría estar afectando al fenotipo de los Mφ 

obtenidos. En principio habíamos constatado que las poblaciones purificadas por ambas 

técnicas eran equivalentes en cuanto a la expresión del marcador CD14. Como ya se ha 

señalado, se han descrito 3 grupos de Mo bovinos clasificados, al igual que en humanos, de 

acuerdo al balance en la expresión de los marcadores CD14 y CD16132. Dentro del conjunto de 

células monocíticas hay una pequeña población que representa en torno al 5 % de estos Mo, 

que son CD14-, y que en principio no quedaría retenida en las columnas por el sistema MACS, 

pero sí estaría presente en la población de Mφ adherentes. Además, cada subgrupo de Mo 

expresa de forma variable las moléculas CD18 y CD11a, CD11b y CD11c las cuales son 

componentes del heterodímero de membrana de la familia integrina β, importante en la 

adherencia de los Mo al endotelio y al plástico230, aportando de esta manera pequeñas 

variaciones adicionales sobre la población celular.  

CD14 es un receptor de superficie de la línea monocítica con capacidad de unión a LPS y a la 

proteína de unión a LPS. Elkord y col. encontraron que el método de purificación por MACS 

torna a las CD-Mo humanas insensibles a secretar citoquinas al ser estimuladas por LPS, y no 

así a los CD purificadas por adherencia. Los autores sugieren que las anti-CD14 magnéticas 

utilizadas en la separación por MACS podrían estar interfiriendo en la respuesta al unirse a 

CD14, aunque el mecanismo de acción se desconoce231. Recientemente, se han reportado 

diferencias en el fenotipo de Mφ humanos obtenidos a partir de Mo purificados por ambas 
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técnicas232. Algunos trabajos han reportado la capacidad de producir tolerancia y anergia en 

Mφ y Mo expuestos a LPS92,233,234. 

A las diferencias aportadas por la metodología en la purificación, se suma la complejidad 

intrínseca de los Mφ. Montoya y col. hicieron una caracterización exhaustiva de Mφ-Mo y CD-

Mo bovinos. Encontraron que Mo diferenciados con GM-CSF, IL-4 y FLt3L daban como 

resultado cultivos de células adherentes y no adherentes. Cada fracción de células adherentes 

y no adherentes estaba representada por una mezcla heterogénea de CD-Mo y Mφ-Mo, sin 

embargo, no había manera de predecir la proporción de células de cada tipo de acuerdo a su 

capacidad de adherencia y estas proporciones eran irreproducibles entre experimentos, 

incluso cuando éstos eran realizados con un mismo animal116. Estos resultados indican la 

dificultad intrínseca de trabajar con cultivos primarios de Mφ bovinos. 

En nuestro experimento donde se purificaron Mφ-Mo por adherencia o por el sistema MACS a 

partir de un mismo animal (Figura 3.13), se observó que normalizando los valores de actividad 

arginasa a la cantidad de proteínas presente en cada muestra (para poder realizar 

comparaciones directas entre sistemas), la actividad arginasa global de los Mφ-Mo adherentes 

fue significativamente mayor que la de los purificados por la tecnología MACS. Por lo tanto, y 

en base a estos resultados, se puede concluir que ambos sistemas de purificación de Mo no 

proporcionan células equivalentes para diferenciar a Mφ-Mo, aunque sí lo sean para el 

marcador CD14. Sin embargo, si se considera cada sistema por separado, éstos presentan una 

coherencia interna con valores medios de actividad arginasa que siguen el mismo orden M-LPS 

> M-IL4 > M-IFN-γ. Es decir que con ambos sistemas se obtienen perfiles funcionales de Mφ 

M1 y M2, aunque las células no sean totalmente equivalentes. Es importante considerar que 

trabajar con células adherentes no solamente disminuye costos, sino que posibilita aumentar 

el número de animales que se pueden incluir en un mismo procedimiento. Es probable que, en 

este experimento particular, los M-LPS se comporten en realidad funcionalmente como Mφ de 

fenotipo M2, independientemente del método utilizado para purificar los Mo, y 

probablemente asociado al status fisiológico (o fisiopatológico) del animal del cual fueron 

purificados.  

Esta idea nos condujo a considerar qué sucedía con los Mφ-Mo provenientes de animales con 

distinto status fisiológico y rango etario, a su vez relacionados con la mayor susceptibilidad y 

morbilidad frente a las infecciones con el BVDV: vacas atravesando el primer trimestre de 

preñez, terneros menores de dos meses y vacas no preñadas. Se comprobó que los Mφ-Mo 

purificados de vacas preñadas y terneros presentaban una actividad arginasa 

significativamente mayor que la medida en Mφ-Mo provenientes de animales adultos (Figura 

3.14). Este dato es consistente con la patogenia del proceso infeccioso. La preñez es un 
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periodo especialmente vulnerable a la infección por el BVDV, ya que durante esta etapa tiene 

lugar el periodo ventana de contagio donde el virus es capaz de atravesar la barrera 

placentaria y generar el nacimiento de terneros PI. Se ha reportado mayor prevalencia de 

infecciones por BVDV cuanto menores eran los terneros235. Por otro lado, las manifestaciones 

clínicas en terneros son más severas que en adultos, sobretodo asociado a infecciones 

bacterianas secundarias236.  Para enfermedades virales en general, los animales jóvenes o el 

feto durante la preñez, son más vulnerables a infecciones por patógenos intracelulares y 

presentan mayor proporción de Mφ y Mo de fenotipo M2 que sus representantes adultos115. 

Cabe señalar que una asociación estadística entre actividad arginasa y vulnerabilidad de los 

animales a infecciones virales no implica necesariamente que existe una relación causal, no 

obstante, resulta concebible que en un contexto angiogénico y de crecimiento propio del perfil 

M2, probablemente se vea favorecida la infección por el BVDV y esto guarde relación con la 

inmunopatogenia observada in vivo. 

Por último, se analizó la entrada del BVDV en Mφ-Mo adherentes estimulados con inductores 

típicos de perfil M1 (LPS, IFN-γ) y M2 (azitromicina, IL-4) utilizando la E2r, tal como hicimos con 

los Mφ-Mo sin perfilar (Figura 3.15). 

Encontramos distintos niveles de replicación en células perfiladas sin tratamiento con E2r, tal 

como había sucedido en otros experimentos, con mayor replicación en los perfiles M2. 

Curiosamente casi no hubo replicación en los Mφ estimulados con LPS, tal como sucedía con 

los Mφ-Mo purificados por la tecnología MACS (Figura 3.5), donde el tratamiento con LPS 

generaba un perfil funcional de Mφ M1, lo que refuerza la idea de que el método de 

purificación de Mo probablemente no afectó a los resultados y posiblemente factores 

genéticos y/o ambientales jueguen un papel relevante en estas células, donde el LPS viene a 

exacerbar un fenotipo pre-existente.  

En este punto, nos planteamos que el diferente grado de replicación de BVDV en los distintos 

fenotipos de Mφ-Mo puede deberse a dos mecanismos, (i) un mecanismo intrínseco presente 

en estas células, que les confieren distintos grados de susceptibilidad a la infección, o bien que 

(ii) hay una adsorción viral diferencial en la superficie de los Mφ de distintos perfiles y que esto 

conduce a distintos grados de internalización y replicación viral.  

Si la primera hipótesis es correcta, los distintos perfiles de Mφ expresarían la misma densidad 

de receptores al BVDV en la membrana celular, de modo que los pre-tratamientos con la 

proteína E2r que bloquea estos receptores celulares, darían como resultado el mismo grado de 

inhibición entre distintos perfiles de Mφ. Si por el contrario, los Mφ de distintos perfiles 

expresan distintas densidades de receptor en su superficie, E2r se uniría de manera diferencial 

a la membrana celular, dando como resultado, distintos grados de inhibición.  
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Una manera de analizar el grado de inhibición, es estudiando las ABC normalizadas, asignando 

un valor de replicación del 100 % a las células infectadas pero no tratadas con E2r. De esta 

manera es posible comparar las ABC entre fenotipos de Mφ de forma independiente a la 

replicación diferencial del virus en las células sometidas a los distintos tratamientos. 

Comprobamos que el ABC es mayor en los perfiles funcionales M2 (azitromicina e IL-4) que en 

los perfiles M1 (IFN-γ y LPS), abonando la idea de que estos Mφ-M2 expresarían mayor 

densidad de ligandos del BVDV tornándose más susceptibles a la infección (Figura 3.17). Esta 

hipótesis es consistente con lo reportado en bibliografía, donde los Mφ M2 expresan mayor 

cantidad de GAGs en superficie y de diferente especificidad212,214. No obstante, es necesario 

señalar que la replicación intracelular determinada por ELISA es un mecanismo indirecto para 

confirmar definitivamente la hipótesis y probablemente sea una técnica poco sensible para 

encontrar diferencias sutiles en la adsorción de E2r en la superficie celular. Sin embargo, aún 

así se han encontrado diferencias importantes en los valores de ABC normalizadas entre los 

perfiles inducidos M1 y M2. Incluso hay diferencias significativas entre el ABC de los distintos 

perfiles M2. 

Las situaciones hipotéticas planteadas pueden representar ejemplos extremos. La segunda 

hipótesis de mayor pegado de E2r en superficie no excluye a la primera, es decir, podría haber 

mayor adsorción viral en superficie de los Mφ M2, y que este fenómeno derive en mayor 

replicación y que además, estas células presenten mayor producción viral por otro mecanismo 

intrínseco. De todos modos queda pendiente la detección directa de E2r en la superficie de los 

Mφ-Mo perfilados para confirmar estos resultados. 

Es intrigante el rol de la fagocitosis en este contexto, que aumenta en todos los casos con la 

infección. Dado que nuestro ensayo de fagocitosis fue realizado con bacterias que son 

partículas de gran tamaño, el mecanismo de internalización se encontraría restringido a la 

fagocitosis mediada por actina94, en contraposición a la clásica entrada por endocitosis 

mediada por clatrina descrita para el BVDV37. Hasta el momento no se ha reportado infección 

viral de células fagocíticas por el BVDV por un mecanismo de escape a la fagocitosis, pero es 

interesante explorar esta posibilidad dada la resistencia que presentan los Pestivirus a la 

inactivación ácida, siendo capaces de escapar del endosoma tardío36.  

 

4.4. Capítulo 4 - Experimentos in vivo 
 

En los capítulos anteriores se estudió la interacción de Mφ-Mo bovinos con el BVDV. Se decidió 

luego refrendar los resultados in vivo. Como se ha mencionado más arriba, existen numerosos 



 DISCUSIÓN 

156 
 

reportes de la utilización de azitromicina como inductor de perfil Mφ-M2 in vitro173,174,184 y en 

el modelo murino170–172,182,183. La azitromicina actúa inhibiendo STAT1 y NF-κβ173 y se acumula 

en Mo237. La hipótesis, de los dos experimentos in vivo realizados en este trabajo de tesis, fue 

que la azitromicina sería capaz de inducir un perfil de Mφ-M2 in vivo, y que este fenómeno se 

traduciría en mayor actividad arginasa y mayor replicación del BVDV en los Mφ, provocando 

mayores niveles de viremia o un inicio más temprano de la misma. 

Zhang y col. utilizaron azitromicina en el modelo de C57Black para perfilar Mφ-M2 en el 

contexto de una contusión torácica, hipotetizando que los ratones que reciben azitromicina 

tendrían una mejor recuperación relacionada con la respuesta angiogénica propia del perfil 

M2. Se aplicaron dosis diarias de azitromicina durante 3 días previos al trauma. Solamente 

observaron diferencias en los parámetros evaluados los días 3 y 7 posteriores a la lesión. A los 

28 días ya no se observaron diferencias entre grupos, no obstante la recuperación de los 

animales que recibieron azitromicina fue más favorable171. Feola y col. utilizaron un esquema 

similar, aplicando azitromicina por 4 días previos con la misma dosis en el contexto de una 

infección pulmonar con Pseudomonas aeruginosa. Encontraron un pico de actividad arginasa 

el día 7 post tratamiento172. Estos trabajos no reflejaron ningún cambio producto del 

tratamiento con azitromicina respecto a los controles, sino que las diferencias aparecieron 

posteriores a la contusión o a la infección. En base a estos antecedentes se diseñó un 

experimento que incluyera la infección con el BVDV porque el tratamiento solo con 

azitromicina podría no reflejar cambios en los Mφ.  

Recientemente nuestro grupo ha publicado un modelo de infección del BVDV en ratones 

BALB/c con la cepa de estudio de esta tesis BVDV 98-124. En este modelo se produce un 

estado de viremia sostenida en el tiempo, al menos hasta 56 dpi, que no causa signos clínicos 

en el ratón y que alcanza un pico máximo de replicación viral en torno al día 7 dpi. No se 

detectaron lesiones en corazón, cerebro, hígado, bazo, riñón, órganos linfoides mesentéricos y 

tampoco fue posible detectar al virus en estos órganos, detectándose solamente en la 

sangre175. Basados en este modelo se diseñó el experimento pre-tratando un grupo de ratones 

con azitromicina, incluyendo un grupo tratado con azitromicina e inhibidor de arginasa, más el 

grupo control, tal cual se describió en la metodología. La dosis y vía de administración, así 

como la dosis del inhibidor de arginasa ABH fue tomada de Amantea y col.170. En este trabajo 

los autores utilizaron ratones C57Black. Si bien el modelo animal pertenece a otra cepa, 

existen otros reportes de tratamientos de ratones BALB/c con azitromicina para perfilar Mφ, 

incluso por la vía IP, que es la que se utilizó en nuestro experimento182,183. Los tiempos elegidos 

para el sacrificio de animales, obedecen a la cinética de replicación de 98-124 en nuestro 
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modelo175. Pensando en que se podrían detectar diferencias exacerbadas por la utilización de 

azitromicina se incluyeron evaluaciones a tiempos cortos, previos al pico de replicación.  

El modelo no fue adecuado esencialmente porque no se registró replicación en los Mφ 

peritoneales. Si bien los Mφ peritoneales registraron mayor producción de arginasa el día 2 y 

7, los valores fueron similares a los obtenidos por los Mφ pertenecientes al grupo ABH (Figura 

4.2). Es posible que no se hayan detectado cambios más profundos en la actividad arginasa de 

Mφ, porque estas células “no vieron” al virus. Tal como sucedió en otros trabajos, los efectos 

inmunomoduladores de la azitromicina podrían manifestarse después de la infección o 

trauma. En nuestro caso, el curso de la infección se mantuvo subclínico para los 3 grupos 

experimentales hasta el fin del experimento, detectándose viremia en suero en niveles 

comparables entre grupos.  

El modelo murino de infección por BVDV fue publicado por primera vez por Seong y col. en 

2015. Desde entonces los investigadores publicaron varios trabajos infectando con distintas 

cepas de BVDV de genotipo 1 y 2 por distintas vías de inoculación (intranasal, oral, IP). En los 

primeros trabajos utilizaron las cepas BVDV-1 (472) y BVDV-2 (001) aisladas en Corea para 

realizar una infección experimental en ratones BALB/c. Los ratones no presentaron señales de 

enfermedad clínica, no obstante detectaron virus en bazo, nódulos linfoides mesentéricos, 

pulmón y tejido linfático asociado, estómago, intestinos y tejido linfoide asociado, corazón, 

riñón e hígado. La histopatología reveló depleción de linfocitos en el bazo185,186.  

El mismo grupo infectó ratones BALB/c por la vía oral con la cepa NADL cp de BVDV-1. Los 

ratones desarrollaron signos clínicos de enfermedad (diarrea leve, pérdida de apetito, y 

reducción de movilidad y consumo de agua). Encontraron antígenos virales en bazo, médula 

ósea y linfonódulos mesentéricos. La histopatología reveló además lesiones en riñón187.  

En otro trabajo utilizaron una cepa ncp coreana BVDV-1b (aislamiento 11Q472) e infectaron 

por la vía oral. No hubo señales de enfermedad clínica. Encontraron al virus en distintos 

órganos, pero sin lesiones asociadas188. En 2018 utilizaron la cepa  ncp de BVDV-2  también por 

la vía oral (BVDV-2a,  11F001). Nuevamente no hubo manifestación clínica de la enfermedad 

aunque encontraron lesiones histopatológicas en el bazo. Curiosamente, no había coincidencia 

entre la presencia de antígenos virales y lesiones histopatológicas189. 

El único trabajo perteneciente a otro grupo de investigadores en el modelo murino de 

infección por BVDV (al margen de nuestra publicación), fue un estudio realizado por Liu y col. 

en 2021. Utilizaron el modelo BALB/c infectando con las cepas NADL (1a cp) y NY-1 (1b ncp) 

por la vía IP. Los autores no encontraron señales clínicas de enfermedad provocada por 

ninguna de las dos cepas utilizadas. No obstante, detectaron antígenos virales en distintos 

órganos además de lesiones histopatológicas190. En ninguno de los trabajos citados se 
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menciona la búsqueda de virus en Mφ peritoneales o en Mφ de ningún tipo y tejido. Dado el 

marcado tropismo por el linaje monocítico observado por el BVDV en bovinos y la alta 

replicación en Mφ-Mo ex vivo, los Mφ peritoneales murinos parecían a priori un buen 

candidato donde detectar al virus porque como se ha mencionado, en nuestro modelo de 

infección publicado de BALB/c no se pudo detectar en otro tejido fuera de la sangre175. 

Dada la imposibilidad de poder contrastar la hipótesis utilizando el modelo ratón, se intentó 

inducir la polarización de Mo in vivo en bovinos, el hospedador natural del BVDV. Gran parte 

de los estudios sobre polarización de Mφ bovinos se han realizado en el contexto de la 

tuberculosis bovina, donde los Mφ tienen un rol central en la formación de 

granulomas121,122,124,129,136. En estos trabajos los Mφ se inducen o caracterizan ex vivo tal como 

se hizo en gran parte de esta tesis, y/o se caracterizan in vivo, pero según la bibliografía, hasta 

el momento no se ha intentado inducir un tipo determinado de Mφ en estos animales tal 

como se hizo en el modelo murino. 

Se utilizó azitromicina nuevamente para inducir un perfil de Mφ-M2 in vivo. Dado que es un 

antibiótico de amplio espectro, ya había sido utilizado en bovinos por su actividad 

antimicrobiana de forma experimental176,238. Como se ha mencionado, la primera dosis de 

azitromicina IV en forma de bolo causó efectos adversos en un ternero. Existen reportes de 

aplicación de azitromicina IV en forma de bolo en vacas176, ovejas239, gatos240 y ratas241,242 con 

dosis iguales o superiores a la que se aplicó en nuestro experimento, donde no se reportaron 

efectos adversos. No obstante, por seguridad se cambió al esquema oral. De todos modos, los 

tres animales dentro del grupo recibieron exactamente el mismo tratamiento. Para intentar 

inducir un perfil proinflamatorio, otro grupo experimental se inoculó con un adyuvante oleoso.  

Previo al inicio del experimento, todos los animales tenían la bilirrubinemia total aumentada 

teniendo en cuenta los valores de referencia disponibles192. Sin embargo, es necesario señalar 

que los animales estaban sanos, sin signología clínica de ningún tipo y bajo la supervisión de la 

veterinaria del Campo Experimental del CNIA. Además no existe información detallada acerca 

de valores normales de referencia discriminados por raza, tipo de explotación, rangos etarios, 

etc., por lo que no se puede asegurar que se trate de valores anormales para estos terneros. 

Respecto a la PrCR, no puede descartarse que 2 de los 9 animales presentaran un proceso 

inflamatorio agudo previo al inicio del experimento porque sus valores estaban por encima de 

las referencias hasta el día 5, y luego alcanzaron valores normales el día 7. Estos animales 

pertenecían al grupo Azitromicina, el grupo que fue justamente tratado para inducir una 

respuesta antiinflamatoria. Para el día 5, la producción de IFN-γ estaba aumentada de manera 

no significativa en el grupo Azitromicina. Este aumento no puede atribuirse a los dos terneros 

con la PrCR aumentada, dado que un animal que presentaba IFN-γ elevado, presentaba PrCR 
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normal al inicio del experimento. La actividad arginasa sérica también estaba aumentada de 

manera no significativa en el grupo Adyuvante el día 5 (Figura 4.4). 

La mayor replicación en el grupo Azitromicina se observó en el día 5 post-infección en CMSP, 

tanto a nivel intracelular (NS3) como en los sobrenadantes de cultivo (titulación viral). Las 

diferencias fueron definidas como tendencia ya que no fueron significativas estadísticamente,  

y esto se debió a una alta variación de los valores entre individuos (Figura 4.5). Para Mφ-Mo 

obtenidos del grupo Azitromicina en el día 7, la actividad arginasa y la replicación se 

encuentran aumentados respecto de los otros grupos experimentales, con considerable 

desviación entre individuos. Este resultado al igual que el de CMSP, son coincidentes con 

nuestra hipótesis, pero no tuvieron la potencia estadística necesaria para poder concluir que 

se deben a los tratamientos aplicados. Es llamativa la coincidencia entre actividad arginasa y 

replicación tal como se observó en otros experimentos (Figura 4.6). Como se mencionó en los 

resultados, si bien la asociación realizada mediante el Test de Fisher no tiene la potencia 

estadística necesaria por contar con un n bajo para realizar un análisis con el 95 por ciento de 

confianza, la asociación se ve respaldada por otros resultados a lo largo de la tesis. 

Los Mφ-Mo de los días 5 y 7 llevaban 8 días de cultivo al momento de infectarse ex vivo, y 9 

días al momento de cosechar las células. No es posible afirmar de forma categórica si el 

estímulo que recibieron cuando estaban en el animal pudo ejercer efectos 8-9 días después. 

No obstante, sí observamos diferencias significativas en Mφ-Mo provenientes de animales de 

distintos status fisiológico, por lo que podríamos esperar también observar diferencias 

inducidas por los tratamientos. Los Mo circulan en sangre de 3 a 5 días donde pueden recibir 

un entrenamiento inflamatorio o bien de inmunotolerancia que puede marcar su destino como 

Mo y Mφ-Mo243. 

Este experimento fue una prueba de principio para dilucidar si la azitromicina era capaz de 

inducir perfiles en Mφ-Mo. La actividad arginasa aumentó de manera significativa en los Mφ-

Mo del día 7 en los 3 grupos experimentales, pero más aún para el grupo Azitromicina, por lo 

que hubiera sido interesante explorar qué sucedía en tiempos posteriores, y en un mayor 

número de animales. Un experimento más completo debería incluir más animales y una 

infección experimental in vivo post tratamiento, analizando qué sucede en tiempos 

posteriores. Cabe señalar que la infección experimental de estos animales por vía intranasal no 

pudo realizarse por la pandemia, que impidió la utilización de los boxes para animales grandes 

en el laboratorio BSL-2 del IVIT, que al día de hoy no han vuelto a ser utilizados. A pesar de las 

limitaciones mencionadas, la replicación se vio aumentada en el grupo azitromicina el día 5 en 

CMSP, y se evidencia una relación entre la actividad arginasa de los Mφ-Mo inducida in vivo y 

la mayor infectividad del BVDV en Mφ-Mo el día 7, constituyendo un modelo promisorio para 
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el estudio de interacciones de Mφ de distinto perfil funcional con el BVDV u otros patógenos in 

vivo.



5. CONCLUSIONES FINALES

El BVDV es un patógeno inmunosupresor del ganado bovino que causa pérdidas económicas a 

nivel global. La enfermedad clínica aguda tiene una duración breve, extendiéndose entre 3 y 

14 días, siendo resuelta enteramente por la inmunidad innata. Sin embargo, el papel de los 

Mφ como células centrales de la inmunidad innata se encuentra pobremente estudiado. En 

este trabajo de tesis se pudo demostrar que el BVDV tiene un tropismo preferencial por las 

CPA y particularmente por el linaje monocítico, que lo convierte en un patógeno 

eminentemente monocitotrópico.  

Los Mφ son células polifuncionales con una alta heterogeneidad y plasticidad fenotípica que 

realizan funciones proinflamatorias de eliminación de patógenos, y reguladoras de re-

establecimiento de la homeostasis. En este contexto, la capacidad del BVDV de modular a los 

Mφ para favorecer su permanencia y diseminación juega un papel relevante prácticamente 

inexplorado. 

Este trabajo constituye la primera evidencia de interacción diferencial del BVDV con Mφ de 

diferente fenotipo. Este virus infecta preferencialmente Mφ-Mo de fenotipo M2.  

Las conclusiones finales de este trabajo son: 

● El BVDV presenta un tropismo preferencial por el linaje monocítico.

● Se logró clasificar por primera vez a los Mφ-Mo bovinos en los perfiles funcionales M1,

M2 en base a su actividad arginasa, capacidad fagocítica, marcadores de superficie y

niveles de expresión de citoquinas pro y antiinflamatorias.

● El BVDV presenta un tropismo preferencial por el fenotipo alternativamente activado

de Mφ bovinos (M2) produciendo mayor progenie viral en estas células.

● La infección de los Mφ M2 induce la expresión de IL-10, una citoquina capaz de

promover el fenotipo antiinflamatorio.

● La infección de los Mφ-Mo con el BVDV produce un aumento en la fagocitosis que es

independiente del fenotipo de estas células.

● El tropismo diferencial sobre los distintos fenotipos de Mφ estaría mediado, al menos

en parte, por una mayor adsorción de la proteína viral E2 en la superficie de estas

células.
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● Los Mφ-Mo provenientes de terneros y vacas preñadas poseen una mayor actividad 

arginasa respecto de las mismas células provenientes de vacas adultas, lo que podría 

guardar relación con diferente susceptibilidad a la enfermedad en estos grupos. 

● Por primera vez se estimularon bovinos para inducir un entrenamiento sistémico de 

los Mφ-Mo in vivo. Si bien las diferencias no fueron estadísticamente significativas, las 

CMSP provenientes de estos animales, presentaron mayor replicación viral y los Mφ-

Mo presentaron mayor replicación y actividad arginasa el día 7 del inicio de los 

tratamientos, constituyendo un modelo promisorio para el estudio de los Mφ en el 

hospedador natural del BVDV. 

● Existe una fuerte asociación entre actividad arginasa y la replicación viral. Esta 

asociación fue independiente del genotipo y el biotipo de la cepa infectante, así como 

del estímulo inductor de los diferentes fenotipos en los Mφ-Mo. 
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