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ADENOMATOSIS PULMONAR OVINA: EVIDENCIAS DE
INMUNOSUPRESION RETROVIRAL*

Raul Rosadio A.'y Michael Sharp?

Monoclonal antibodies have been used to characterize peripheral and pulmonary
leukocytes (bronchoalveolar lavage cells) derived from naturally affected and
experimentally induced sheep pulmonary adenomatosis (SPA, Jaagsiekte, ovine
pulmonary carcinoma) cases. Hematological parameters of peripheral blood from SPA
affected animals (n=10) showed marked lymphopenia (2.66+1.36 x 10° mL, p<0.05) and
neutrophilia (7.96+3.84 x 10° mL", p< 0.05) when compared to non-SPA animals (n=6).
The peripheral lymphopenia was characterized by a significant reduction in number
and proportions of CD5+ and major histocompatibility complex (MHC) class-II-restricted
(CD4+) T lymphocytes (p< 0.05), as well as a significant increase in the proportions of
MHC class-I-restricted (CD8+) and B (sIgG+, CD45RA+) lymphocytes when compared
to non-SPA cases (n=>5) (p<0.5). Similar lymphopenia and significant reduction of CD5+,
CD2+ and CD4+ in peripheral blood was also observed in experimentally-induced SPA
lambs showing severe SPA lesions 5-10 weeks post inoculation. The lymphoid
alterations observed in these lambs was reflected in significant reduction of lymphoid
tissue weight as well as severe lymphoid cellular depletion in the cortical thymus and
2/2 splenic follicles and periarteriolar lymphoid sheath. The affected lambs also slowed
evidence of accelerated involutive process of severely affected thymus. Evaluation of
BAL samples from SPA affected lungs (n=9), showed a 24-fold increase in total
leukocytes and alveolar macrophages, a 185-fold increase in polymorphonuclear cells,
and an 11-fold increase in lymphocytes. The influx of lymphoid cells into SPA affected
lungs was accompanied by significantly decreased proportions of CD5+ and CD4+,
paralleled with an increased proportion of CD8+ lymphocytes (p<0.05). Alteration of
the CD4+/CD8+ ratio was observed in both peripheral (from 3.9 in non-SPAto 1.4 in
SPA) and pulmonary lymphocytes (from 4.9 in non-SPA to 2 in SPA). The vast influx of
lymphoid cells into the affected lung tissue may well reflect part of the host’s immune
response against viral infection and/or transformed cells. However, the marked reduction
in number and proportion of MHC class-II-restricted peripheral CD4+ T cells, as well as
the increase in the proportions of MHC class-I- restricted CD8+ T and slgG+ B cells in
peripheral lymphocytes, suggests the existence of previously unrecognized immune
dysfuntions similar to those reported in retrovirus-induced human and feline
immunosuppressive diseases.
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Adenomatodis pulmonar ovina: evidencias de inmunosupresion retroviral

Un panel de anticuerpos monoclonales especificos para subpoblaciones linfoides
fueron usados para caracterizar leucocitos periféricos y pulmonares derivados de anima-
les clinicamente enfermos (n=10) y corderos experimentalmente infectados (n=9) con el
retrovirus productor de la adenomatosis pulmonar ovina (APO). Pardmetros
hematolégicos de sangre periféricas de animales afectados naturalmente mostraron una
clara linfopenia (2.66:+1.36 x 10° mL!, p<0.05) y neutrofilia (7.96+3.84 x 10° mL"', p<0.05)
comparado con animales controles (n=6). La linfopenia periférica en estos animales se
caracterizé por una reduccion significativa en el niimero y proporciones de linfocitos T
CD5+y CD4+, observandose paralelamente un incremento significativo en las propor-
ciones de células CD8+y linfocitos B (CD45RA+ y slgG+). Similares linfopenia y reduc-
ciones significativas de CD3+, CD2+ y CD4+ en sangre periférica fueron observadas en
corderos experimentalmente infectados y que desarrollaron severas lesiones de la enfer-
medad a las 5-10 semanas pos inoculacién. Los animales clinicamente enfermos mostra-
ron alteraciones en la relaciéon CD4+/CD8+ circulante, disminuyendo desde 3.9 en anima-
les no afectados con APO a 1.4 en animales afectados con APO. Las alteraciones linfoides
en los corderos produjeron reducciones significativas en el peso de tejidos linfoides
principalmente en el timo de animales infectados y severa despoblaciones de células
linfoide en la corteza timica asi como en 2/2 nédules y manto periarteriolar esplénico.
También se observé una evidencia de un acelerado proceso involutivo del timo de corde-
ros infectados. Evaluaciones de lavados pulmonares en ambos tipos de animales infec-
tados mostraron un incremento significativo de células leucocitarias presentes en flui-
dos pulmonares recuperados. Los animales clinicamente enfermos mostraron un signifi-
cativo aumento en células totales y macrdfagos alveolares (24 veces), neutrdfilos (185
veces) y linfocitos (11 veces) comparados con animales controles. A pesar de este
enorme flujo celular hacia pulmones neoplasicos, se detect6 una significativa reduccion
en las proporciones de linfocitos T CD5+ y CD4+ asi como una elevada proporcion de
CD8+ (p<0.05). Las muestras de lavados pulmonares de corderos severamente infecta-
dos (5/9 mostraron también un aumento de células totales (11 veces), macréfagos y
linfocitos (8 veces) comparados a corderos de edades similares (n=7). En estos corde-
ros, sin embargo, hubo solamente una reduccidn en las proporciones de células B
(CD45RA+y slgG+) pulmonares. El gran flujo celular hacia pulmones afectados tal vez
refleje parte de la respuesta inmune del hospedero hacia la infeccién viral y/o células
transformadas. Sinembargo, la severa reduccion en nimero y proporciones de linfocitos
T CD4+ asi como el incremento en las proporciones de linfocitos CD8 y células B en
linfocitos periféricos observadas principalmente en animales naturalmente enfermos con
APO sugiere la existencia de disfunciones inmunes similares a las reportadas en infeccio-
nes retrovirales humanas y felinas.

Palabras clave: Adenomatosis pulmonar ovina, carcinoma pulmonar ovina, disfuncién
inmune, inmunosupresion.

permaneciendo en forma enzodtica en la sie-
rra central y difundiéndose a nivel nacional

La adenomatosis pulmonar ovina
(APO) es una enfermedad altamente trans-
misible, responsable de alta mortalidad en la
crianza ovejera en muchos paises del mundo
incluyendo el Perti (De Martini ez al., 1988).
La enfermedad fue diagnosticada con ca-
racteristicas epizooticas en la sierra central
del Pert en 1945 (Cuba Capard, 1945),
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a partir de los 1980s (Rosadio, 1991). Esta
enfermedad neoplasica, denominada también
Carcinoma pulmonar ovino o Jaagsiekte,
afecta principalmente a epitelios alveolares
{Neumocitos Tipo 1I) o bronquiolos termi-
nales (Células Clara) por lo que debe des-
cribirse como carcinoma bronquioalveolar
(De Martini ef al., 1988). Los animales
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afectados, generalmente adultos, pierden
peso progresivamente, tosen frecuentemen-
te y cuando son levantados de los miembros
posteriores exhiben secrecion nasal acuosa
(Sharp, 1987). Esta secrecion nasal (fluido
pulmonar), al parecer proveniente de las cé-
lulas transformadas, contiene células
neoplasicas exfoliadas, células inflamatorias
y abundante cantidad de material infeccioso
(Sharp et al., 1983; Rosadio ef al., 1988a).

Desde las investigaciones iniciales se
sospecho de una etiologia viral. Inicialmente
se postuld el rol etioldgico de un herpesvirus
ovino aislado de macr6fagos alveolares pro-
cedentes de animales infectados (Sharp,
1987), pero tuvo que ser descartado al no
reproducirse la enfermedad (Sharp, 1987).
Posteriormente, se identificaron, por
microscopia electronica, particulas
retrovirales intimamente asociadas a tejidos
tumorales (Sharp et al., 1983) y se detectd
una enzima exclusiva de los retrovirus
(transcriptasa reversa) en pulmones y flui-
dos pulmonares infectados (Herring et al.,
1983; De Martini et al., 1987).

La teoria retroviral se consolid6 al re-
producirse experimentalmente la enfermedad,
utilizando material conteniendo la enzima
transcriptasa reversa, en animales neonatos
(Herring et al., 1983; Rosadio et al., 1988b).
El retrovirus presente en tejido y fluidos in-
fectados contiene proteinas virales (capside
y nucleocépside) identificadas mediante
antisueros de retrovirus del prototipo D de
monos (Mason-Pfizer monkey virus) y el B
murino (tumor mamario del ratén) (Sharp et
al., 1983; Sharp, 1987; Rosadio et al., 1988a).
Sin embargo, la imposibilidad de tener siste-
mas convencionales de aislamientos virales
ha limitado una detallada caracterizacién viral
asi como impedido el desarrollo de pruebas
diagndsticas necesarias para el monitoreo
inmunolégico y/o infeccion viral.

Existe muy poca informacion sobre la
patogénesis viral en esta enfermedad. Se
desconoce, por ejemplo, los sitios iniciales

de replicacion y/o amplificacion viral y sobre
todo mecanismos oncogenéticos que condu-
cen a latransformacion epitelial. El presen-
te articulo presenta evidencias que los ani-
males clinicamente enfermos por APO y cor-
deros experimentalmente infectados mues-
tran evidencias de alteraciones linfoides ca-
racterizadas por: linfopenia circulante y alte-
raciones en ciertas subpoblaciones linfoides
fundamentalmente una linfocitopenia de
CD4+. Paralelamente, se observan aumento
de linfocitos B circulantes asociado con
hipergammaglobulinemia en animales
clinicamente enfermos y una elevada res-
puesta mitogénica al lipopolisacarido (LPS)
en 3/3 animales estudiados. La reproduc-
cion experimental en corderos ocasiona si-
milares tendencias de CD4 linfocitopenia y
principalmente una severa deplecion linfoide
en timo y bazo de los corderos severamente
afectados de APO.

Animales naturalmente enfermos con

APO

Se utilizaron dieciséis borregas pade-
ciendo clinicamente de procesos neuménicos
cronicos. Estos animales procedentes de
establecimientos ovejeros del Norte Este y/o
Oeste, Escocia y de distintas razas escoce-
sas (Scottish Black Face n=5, Greyface n=7
y otros n=4) fueron conducidos al Instituto
de Moredun, Edinburgo. Los animales fue-
ron sometidos a examenes clinicos incluyen-
do prueba de la carretilla para comprobar
presencia de secrecion pulmonar. A todos
los animales se les extrajo muestras de san-
gre para realizar recuentos totales y diferen-
ciales sanguineos asi como pruebas
serologicas para confirmar negatividad a in-
fecciones lentivirales (Maedi/Visna). Diez
de estos animales fueron diagnosticados es-
tar afectados por APO y los otros 8 pade-
ciendo diferentes procesos respiratorios cro-
nicos pero no APO.
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Reproducciéon experimental de la
enfermedad en corderos neonatos

Para la reproduccién de la enferme-
dad se utilizaron corderos de un dia de naci-
do de las razas Scottish Grayface y cruces
comerciales. Los corderos (n=9) fueron in-
fectados por via intratraqueal con indculos
preparados de fluidos pulmonares proceden-
tes de animales infectados con APO. El
material infectante fue clarificado a 10 000 x
g por 10 min. a 4°C y ultracentrifugado en
50% de glicerol en TNE (10mM Tris-HCL,
100mM de CINay | mM de EDTA) a 100
000 x g por 60 min. a 4°C. El pellet resultan-
te fue resuspendido en 5 ml de TNE (15 ve-
ces concentrado) y utilizado como una dosis
de inoculacion. Al momento de inocular la
dosis infectante a un cordero, se inoculé si-
multaneamente a otro animal con suero fisio-
légico estéril (pareja control). Todos los cor-
deros infectados fueron mantenidos con sus
madres respectivas en un corral fisicamente
separados del grupo control hasta que comen-
zaron ha desarrollar cuadros de deficiencias
respiratorias o sacrificados al término del
experimento. Todos los animales fueron san-
grados antes de sacrificio y las muestras san-
guineas procesadas de manera similar que
los animales adultos. Al momento de sacri-
ficio de un cordero afectado se procedio al
sacrificio de un cordero del grupo control de
edad similar al infectado. Dos animales fue-
ron sacrificado al término del experimento
(25-27 semanas post inoculacion) sin presen-
tar sintomatologia que evidenciara disfuncién
respiratoria.

Exdmenes macroscdpico e histopato-
légico

Todos los animales utilizados en el pre-
sente estudio fueron sacrificados utilizando
sobredosis de pentobarbital sédico (Euthatal,
BMB Animal Health Ltda, UK) para reali-
zar examenes de necropsia en busca de le-
siones compatibles con APO. Después de
proceder con el lavado de pulmén derecho,
se tomaron muestras de tejido pulmonar afec-
tado, ndédulos linfaticos regionales
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(mediastinicos y bronquiales) y/o tejido
linfoide (timo, bazo) en los corderos. Los
diversos tejidos fueron fijados en solucién
formol buferado al 10%, procesadas y redu-
cidas a grosores de 5 mm y coloreadas con
H&E. Las lesiones neumdnicas crénicas y/
o neoplasica fueron definidas y ranqueadas
de acuerdo a lo previamente descrito
(Rosadio et al., 1988 ay b; Lairmore et al.,
1986).

Preparaciones celulares

Las muestras sanguineas fueron obte-
nidas por puncién yugular en tubos al vacio
heparinados (Becton and Dickinson, CA).
El recuento de células leucocitarias sangui-
neas fue realizado en un contador de células
(Coulter cell counter, Coulter Electronic,
Luton) usando una sonda con 100 mm de
apertura. El recuento diferencial fue realiza-
do en impresiones sanguineas coloreadas con
Leishman de acuerdo a las caracteristicas
morfoldgicas leucocitarias. Para el
fenotipado, las muestras sanguineas fueron
centrifugadas en 10 ml de Lymphoprep
(Nycomed Pharma, Oslo, Norway) a 3000
rpm durante 40 minutos. La banda corres-
pondiente fue lavada dos veces con PBS-A
y ajustada a concentracion de 10%células ml°
! usando PBS-A.

Después de recuperar la capa de
linfocitos, ésta fue lavada dos veces con la
solucién Hanks conteniendo 10% de
seroalbimina (BSA) y 0.5% heparina. Fi-
nalmente, el pellet, ajustado a 107-108 célu-
las ml", fue resuspendido en PBS contenien-
do 1% BSA, 0.5% heparina y 0.1% azida
sodica (PBS-A) y quedar listo para el
fenotipado.

Los lavados pulmonares fueron reali-
zados en el pulmon derecho utilizando 1.0 L
(solucion Hanks salina tamponeada estéril
conteniendo 1% de penicilina, pH 7.2) en
animales adultos y 0-5L en corderos de acuer-
do adescripciones anteriores (Burrells, 1985).
Después de lavar los I6bulos del pulmon de-
recho, el fluido fue clarificado a través de
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doble gasa y centrifugado a 200 x g por 10
min. El pellet resultante fue lavado dos ve-
ces en solucidon Hanks al 10% enriquecido
con suero de ternero y 0.5% de heparina.
El recuento total y la viabilidad celular (de-
terminado por exclusién de azul de tripano)
fueron realizados en hemocitémetros y las
células identificadas observando caracte-
risticas morfolégicas en coloraciones
Leishman’s. Para los analisis de fenoti-
pado, 4-6 x 10® células fueron puestas en
la parte superior de 25 mls de solucién al
50% de stock percoll isotonica (Sigma) y
separadas por centrifugacidona 10 000 x g
por 30 min. a 5°C.

Marcado con immunofluorescencia y
citometria de flujo

Anticuerpos monoclonales (AcMo)
especificos contra antigenos superficiales
de linfocitos ovinos (Mackay, 1988; Hein
and Mackay, 1991b, (Cuadro 1) fueron uti-
lizados para identificar subpoblaciones de
linfocitos, y localizar antigenos de
histocompatibilidad mayor (MHC) expre-
sados en linfocitos. Las células fueron mar-
cadas incubando 50 pul conteniendo 5x10°¢
leucocitos con 50 plde un AcMo diluidas

Cuadro 1.

optimamente durante 30 min a 4°C. Las
células lavadas dos veces con PBS-A fue-
ron incubadas con 50 pul de suero anti-ra-
tén marcado con fluoresceina (dilucion 1:40
en PBS). Después de lavar dos veces con
PBS-A, las células finalmente fueron
resuspendidas en 500 pl de fijador (2%
paraformaldehido en PBS) y guardadas a
4°C en la oscuridad. Las células marcadas
fueron analizadas usando un analizador ce-
lular activado por fluorescencia (FACS 1V,
Becton Dickinson, Mountain View, CA).
Las células muertas fueron excluidas de
acuerdo a su tamarfio celular utilizando ade-
cuadamente los separadores de campo y
las células no linfoides eliminadas de acuer-
do a la apariencia granular (Burrells et al.,
1989). El porcentaje de células correcta-
mente marcadas fue determinado identifi-
cando los margenes minimos utilizando va-
lores de fondo obtenidos con muestras
carentes de anticuerpo monoclonal o el
anticuerpo secundario (anti-raton marcado
con fluoresceina). Finalmente se analiza-
ron un total de 10? linfocitos por muestra
por el FASC utilizando rayos argon laser
programado a 400 mV, 488 nm (adecuada
excitacion del FITC) y un voltaje
fotomultiplicador de 650V.

Especificidad de los anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos

superficiales de las células leucocitarias del ovino

Antigeno de superficie  Anticuerpo,

Especificidad

celular clon
CD45 LCA 1-32 Leucocitos periféricos
CD45RA 20-96 Principalmente en Células B y subpoblaciones
inmaduras de Células T.
CDS (SBU-T1) 25-91 Todas las células T, baja expresién en células B
CD2 36F Toda célula T con receptores o
CD4 (SBU-T4) 44-38 Linfocitos T auxiliar
CDS8 (SBU-TS) 38-65 Linfocitos T citotoxico/supresor
v TcR (SBU-T19) 86 Linfocitos T, CD4", CD8"
MHC clase | 41-19 Mayoria de células somaticas
MHC clase 11 28-1 Linfocitos B y Linfocitos T activados

IgG, cadena ligera VPM 8

Linfocitos B periféricos
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Analisis estadistico

El porcentaje de las células identifica-
das positivamente por los diferentes
anticuerpos monoclonales fue utilizado para
calcular nimeros absolutos usando los datos
sobre recuentos totales y diferenciales. Los
resultados se expresan como promedios de
nimeros absolutos x 10° ml"! de sangre cir-
culante y x 10° células ml de fluido de lava-
do pulmonar + una desviacion estandar. Los
valores del niimero de subpoblaciones
linfoides asi como el nimero de linfocitos
totales para cada animal fueron utilizados
para determinar las proporciones de las dife-
rentes subpoblaciones de linfocitos. La prue-
ba no paramétrica de Mann-Whitney fue usa-
da para comparar los valores promedios ob-
tenidos en animales afectados y no afecta-
dos por APQ. Similarmente, fueron usados
para comparar los valores encontrados en
corderos experimentalmente inducidos con la
enfermedad versus los controles.

Todos las borregas padeciendo APO
se encontraban moderada a severamente
emaciadas mostrando severas dificultades
respiratorias. De estos animales se recupe-
raron un promedio de 0.3 L (0.1-1.0L) de flui-
do pulmonar al momento de la necropsia. Los
examenes histopatoldgicos revelaron lesiones
tipicas de APO, caracterizadas por presen-
cia de proliferaciones neoplasicas epiteliales
formando patrones clésicos acinares en for-
ma multifocales o diseminadas. Se observa-
ron, ademas, un rango de leve a moderadas
infiltraciones mononucleares y células
plasmdticas peribronquiolares y/o
perivasculares. Los animales clasificados
como no afectados por APO mostraron igual-
mente moderada a severa emaciacion y mos-
traron lesiones neumonicas que variaron des-
de consolidaciones grisaceas discretas focales
hasta multifocales. Los examenes
histopatologicos de estos pulmones revelaron
neumopatias variadas desde leves a modera-
das neumonias intersticiales linfoides (NIL)
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hasta neumonia granulomatosa focal y aun
lesiones de NIL con severa y difusa
fibromuscular hiperplasia, pero ninguna evi-
dencia de APQO. En cuatro de estos casos la
patologia pulmonar estuvo asociada con neu-
monia parasitaria.

Ocho de nueve corderos neonatos ino-
culados experimentalmente desarrollaron la
enfermedad. Cinco de estos 8 animales pre-
sentaron severas lesiones neoplasicas y fue-
ron sacrificados entre 5-10 semanas post-ino-
culacién (Cuadro 2). Los 3 restantes fueron
catalogados en tener leve (n=1) y modera-
das (n= 2) alteraciones tumorales y con ex-
cepcién de uno, todos fueron sacrificados
entre 17-27 semanas. El animal que no de-
sarrollo lesiones tuvo que ser sacrificado a
las 25 semanas post-infeccion experimental
sin presentar alteraciones clinicas de la en-
fermedad.

Los parametros hematoldgicos de los
leucocitos circulantes periféricos de los ani-
males clinicamente afectados por APO, mos-
traron alteraciones en el total de células tota-
les y en los recuentos diferenciales. En los
animales afectados por APO el niimero de
leucocitos totales estuvieron elevados pero
con clara predominancia de células
neutrédfilicas (7.96+3.84 x 10° ml, p<0.05).
El recuento linfocitario en estos animales
mostré una reduccioén significativa de los
leucocitos circulante (2.66+1.36 10° ml, p<
0.001) (Figura la). Lareduccion de linfocitos
sanguineos circulantes estuvo asociado con
unadisminucion significativa de células iden-
tificadas con anticuerpos monoclonales CD5+
(p=0.03), CD2+ (p=0.05), y CD4+ ( p=0.05)
(Figura lay 1b). Las células que expresan
CD8+ (p=0.3), 8yTCR+ (p=0.7), slgG+
(p=0.1) no se observaron disminuidas (Figu-
ra lay 1b). En el analisis de las proporcio-
nes se observd, ademas un aumento signifi-
cativo en las proporciones de células identifi-
cadas por el CD45SRA+ (p=0.02) y slgG+
(p=0.05), observandose paralelamente una
disminucién de las células CD4+ (p=0.05)
(Figura 2). El aumento significativo de pro-
porciones de linfocitos B circulantes que

11
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Cuadro 2. Corderos utilizados en la reproduccién experimental de APO.

Cordero N° Edad de sacrificio  Lesiones histopatoldgicas
(APO)*

Severamente afectados : (n=5)

0232 5 sem SET

1299 6 sem ++++

1323 9 sem ++++

0369 9 sem ++++

0231 10 sem ++++

Leve-moderamente afectados : (n=4)

1300 5 sem ++

1322 17 sem ++

0374 25 -

0233 27 sem +

Controles : (n=7)

1351 5 sem --

1352 6 sem -

0229 9 sem --

0508 10 sem -

0090 17 sem -

0509 25 sem -

* Grados de lesiones de APO: Severo (+++/++++), moderado (++), ligero (+) y sin
lesiones neoplésicas (-)

Linfocitos

CDA45 |

EF APO (N=8) EINO APO (N=8)

Figura la. Nimeros absolutos de linfocitos periféricos (10° ml! de sangre) en animales clinicamente
enfermos con APO y controles.
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Similares alteraciones fueron observa-
das en los corderos experimentales severa-
mente afectados en forma experimental
(n=5). En estos animales, se observd una
significativa reduccion de leucocitos circu-
lantes (6.92 +2.32 x 10° células ml'de san-
gre) comparado con los animales controles
(n=7) (10.56 +2.03 x 10°células ml'de san-
gre) (Cuadro 3). Esta reduccidn no fue en-
contrada en los animales clasificados con te-
ner lesiones leve a moderado de APQO (n=4).
En estos cuatro animales, muy por el contra-
rio, evidenciaron un ligero aumento

leucocitario (12.60+2.32 x 10°células ml'de
sangre) (Cuadro 3). El uso de los paneles de
AcMo determiné que la reduccién linfocitaria
en los cinco corderos severamente afectados
alteré fundamentalmente las células CD5+,
CD2+, CD4+ y células que expresan antigenos
MHC-II. La disminucién de células CD4+ en
los corderos severamente afectados también
alter6 larelacién de CD4/CD8. En estos ani-
males se observaron unarelacion de 0.85 com-
parado con 1.94 determinado en los controles
y 1.79 mostrado por corderos con lesiones de
APO considerados como leve (Cuadro 4).

Cuadro 3. Leucocitos sanguineos periféricos de corderos experimentalmente inducidos con

APO (x 10 células x uL. de sangre).

Controles (n=7) APO leve (n=4) APO severo (n=5)

Numero total de células blancas 10.56 + 2.03 12.60£2.12 692+ 232
Linfocitos 891+ 1.86 993+ 1.96¢ 472+ 135
Neutréfilos 1.28+ 0.56 230+ 0.62 1.97+ 1.47
Monocitos 0.23+ 0.20 029+ 0.13 0.14+ 0.15
Eosinéfilos 0.12+ 0.22 0.09+ 0.11 0.02 + 0.04

Cuadro 4. Corderos experimentalmente inducidos con APO: Subpoblaciones de linfocitos

periféricos expresados x 10° células por L de sangre.

Célula Controles (n=7) APO leve (n=4) APO severo (n=5)

Linfocitos 8.87+1.87 9.93+1.96 4.72+1.35%

CD5 5.27+1.52 5.57+1.03 2.58+0.84*

CD45R 3.08+1.19 4.29+1.46 2.27+£.0.9

CD2 3.3340.94 2.93+0.46 1.5940.34*

CD4 2.0+0.47 1.9240.25 0.68+0.06*

CD8 1.0340.26 1.0740.38 0.8+0.4

'Yf ECR 2.4641.04 2.9611.43 1.4140.62

iigH o 2.42+1.27 3.98+1.63 1.7310.95

MHCT 8.14+1.9 8.79+1.88 4.41+1.55

CD4/CD3 3.3240.86 4.942.11 2.1140.71*

1.94 1.79 0.85

* Estadisticamente significativo (p £0.5)

El analisis de las células recuperadas afectados con APQO tenian 24 veces aumen-

por lavados pulmonares de animales afecta-
dos por APO mostraron evidentes alteracio-
nes en recuentos totales de células y en cier-
tas proporciones linfocitarias. Los animales
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tado el nimero total de células frente a los
animales no afectados por APO. En este
incremento, los neutréfilos estuvieron aumen-
tados en 185 veces, los macréfagos
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alveolares en 24 veces y los linfocitos en 11
veces (Cuadro 5). El analisis diferencial mues-
tra que ambos tipos de animales (APO y no
APO) mantenian proporciones similares en
macrofagos alveolares. Pero, a los pulmones
de los animales no afectados por APO ingre-
san o mantienen mas linfocitos (18.3%), mas
eosinofilos (5%), y menos neutréfilos (2.7%)

que las encontradas en las muestras de APO
que contenian un 8% (linfocitos), 0.2%
(neutrdfilos) y 27% de neutréfilos (Cuadro 5).
Los lavados pulmonares procedentes de los
corderos severamente infectados contenian 11
veces mas leucocitos y 8 veces mas
macréfagos alveolares y linfocitos que los ani-
males control (Cuadro 6).

Cuadro 5. Células totales y diferenciales en muestras de lavados pulmonares (10° células ml™)
en borregas presentando severas disfunciones respiratorias.
Grupo Total células Macréfago Linfocitos PMNs EOs
Alveolar
APO 53.2+28.3 37.6x19.7 434+2.4 11.1+8.5 0.09+0.1
n=10 70.7% 8% 21% 0.2%
NO-APO 2.2+41.4 1.63+0.98 0.4+0.37 0.06+.04 0.1+0.1
n=6 74% 18.2% 2.7% 5%
Relacion 24 24 10.8 185 0.9

* Muestras de lavados pulmonares obtenidas al momento de la necropsia, expresadas como promedio + DE x 10°
ml”' de fluido recuperado. Se instilé 1.0L de fluido por animal con recuperacion promedio de 63067 ml (APO)
y 430£115.8 ml (no afectadas con APO). Los recuentos diferenciales se determinaron utilizando preparaciones

coloreadas por la técnica de Leishman's.

Cuadro 6. Recuento totales y diferenciales en muestras de lavados pulmonares en corderos controles

y experimentalmente infectados.

Controles (n=7)

APO leves (n=4) APO severos (n=5)

Volumen recuperado fluido lavado
pulmonar (ml)

Total leucocitos (x 10%)

M¢ alveolar (x 10%

Linfocitos pulmonares(x 10%)

280£25
42.9433.9
36.8427.5
4.87+5.2

262.5+25 2314213
227.8£198.2 461+622.3
178+136.5 314+380.9
22.9+12.9 38.4+44.4

El analisis de citometria de flujo en
muestras de lavados pulmonares evidenciaron
un ingreso importante de leucocitos hacia los
pulmones afectados con APO, pero mostra-
ron alteraciones en la proporcion de las dife-
rentes subpoblaciones linfociticas. A pesar
del ingreso significativo de células leucocitarias
comparado con animales no afectados con
APOQ, se logra observar una proporcion dismi-
nuida, principalmente, en las células identifi-
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cadas con CD5+ (p=0.6), CD4+ (p=0.03) y
células que expresan antigenos MHC-I
(p=0.12). Se observé ademas un aumento en
la proporcién de células marcadas con CD8+
(p=0.06) pero sin variaciones significativas en
las proporciones de CD2+, §yTCR+, slgG+
y células que expresan antigenos MHC-II
(Figura 3). Como consecuencia de estas alte-
raciones, las proporciones de linfocitos
pulmonares T (CD5+):B(slgG+) variaron
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BAPO (N=8)

B NO APO (N=8)

CD5
cD2
CD4
cD8
TCR
SigG
MHC-!
MHC-1!

CD45

Figura3. Proporciones de subpoblacién linfoide en linfocitos pulmonares de animales clinicamente

enfermos con APO y controles.

desde 84%:12% (no APO) a 61%:16% en
pulmones afectados con APO. Similarmente,
las proporciones de células CD4 : CD8 cam-
biaron de 58% : 14%, observadas en anima-
les no afectados, a 41% : 21% respectiva-
mente en animales afectados. Se observé
ademas que ambos grupos de animales afec-
tados y no afectados con APO mostraron
namero elevado de linfocitos &yTCR+.

Estas alteraciones también fueron de-
tectadas en los corderos infectados experi-
mentalmente. A pesar de ingresar mucho mas
células leucocitarias a los pulmones afecta-
dos (Cuadro 7) existen evidencias de propor-
ciones disminuidas de células B (CD45RA+
y slgG+) e incremento en células que expre-
san MHC-II en los corderos severamente
afectados (Cuadro 8).

Cuadro 7. Corderos experimentalmente inducidos con APO: Subpoblaciones de linfocitos
pulmonares x 10* células por ml de lavado pulmonar.

Célula Controles (n=7) APO leve (n=4) APO severo (n=5)
Linfocitos 4.945.2 23+13* 38.4+44.4*
CDs5 4.044.7 21.2+11.6* 33439.3*
CD45R 0.8+1.1 1.110.1 3.4+4
CD2 3.344 15.9+7.4% 24,6427 4%
CD4 2.543.3 [1.445* 18+19.6
CD8 0-9+1 5.942 9% * 7.447.6%
Y?TCR 0.640.5 2.640.7% 3.943.6*
15\4g1fc-1 0.7+1.1 0.7+0.3 2.642.8
MHCAT 4.9+5.8 22.7+12.6 37.2442.8
CDA/CD3 1.741.9 4.9+5.8 13.7413*

- 2.6 2.2 22

* Estadisticamente significativo (p 0.5) y ** (p<0.01)
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Cuadro 8. Corderos experimentalmente inducidos con APO: proporciones de
subpoblaciones de linfocitos pulmonares.

Célula Controles (n=7) APO leve (n=4) APO severo (n=5)
CD5 0.8240.14 0.9310.03 0.8410.07
CD45R. 0.15%0.12 0.06+0.03 0.09+0.03
cD2 0.68%0.15 0.6240.2 0.64+0.10
CD4 0.4910.11 0.4510.2 0.4610.15
CD8 0.224+0.09 0.24+0.14 0.241+0.07
YOTCR 0.11+0.05 0.1240.06 0.13+0.03
slgG 0.1240.14 0.0410.03 0.0810.02
MHC-1 0.9410.11 0.99+0.01 0.9610.04
MHC-IT - 0.30+0.11 0.2010.13 0.45+0.12

Los pesos de los pulmones de los cor-
deros severamente afectados se encontraban
incrementados en mas de dos veces que el de
los controles (Cuadro 9). Sin embargo, el peso
de 6rganos linfoides (nédulos linfaticos regio-
nales, timo cervical y toracico) se encontra-
ban marcadamente reducidos (Cuadro 9). Los
examenes histopatoldgico de estos tejidos
mostraron evidencias de severa reduccién
linfocitaria principalmente en el timo. El timo
mostrd una marcada despoblacion linfoide prin-
cipalmente en la corteza timica que produjo
una dramética reduccion en la relacion corte-
za/médula timica. La médula mostraba un nu-
mero elevado y formaciones desproporcionadas

Cuadro 9.
linfoides expresados en gramos.

y/o aberrantes de corplisculos de Hassal y/o
presencia de microquistes (Figura 4a). En for-
ma inconsistente se logrd ver la presencia de
células en proceso de degeneracion. La cor-
teza timica, ademas, mostr6 evidencias de te-
jido graso que se infiltraban tejido parenquimal
por debajo de la corteza timica (Figura 4a). Al
encontrarse estas evidencias de despoblacién
linfoide en el timo se procedi6 a analizar algu-
nos tejidos esplénicos (n=2) en aquellos ani-
males que evidenciaron una severa
despoblacién linfoide en ndédulos esplénicos y
manto periarteriolar (Figuras 5a). En ambos
tipos de tejidos no se lograron observar evi-
dencias directas de linfocitolisis.

Corderos experimentalinente inducidos con APO. Pesos de pulmones y dérganos

Controles (=7}

APO leve (n=4) APOQ severo (n=5)

Pulmones 354499
Nédulo linfatico bronquial 6.0+4.2
Nddulo linfitico mediastinico 8.4+2.7
Timo cervical 301428
Timo toracico 99.4+7.8

590+138 8841181
5.0+2.8 3.0+1.4
7.4+4.6 5.843.3

48.6+413 30£16.2

27.7£159 21.228.9

El uso de anticuerpos monoclonales
con capacidad de identificar subpoblaciones
linfoides en ovinos y determinaciones
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hematolégicas realizadas en animales
naturalmente enfermos de APO y en
corderos neonatos experimentalmente
infectados indican la presencia de alteraciones
en células linfoides en sangre circulante asi
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como en células que ingresan al tejido
pulmonar. Los animales clinicamente
enfermos exhibieron una clara linfopenia,
caracterizada por una disminucioén significativa
no solamente en niimeros totales sino también
en proporciones de subpoblaciones celulares,
fundamentalmente disminucién de células
identificadas con los marcadores de CD5+y
linfocitos CD4+ dependiente de MHC-I.
Estos animales mostraron, ademas, un
incremento en las proporciones de linfocitos
CD8+ y células B (CD45RA+, sIgG+).
Hasta donde se tenga conocimiento, esta es
la primera descripcion sobre identificacion de
CD4+ linfocitopenia circulante en animales que
padecen de APO. La severa reduccion de
linfocitos CD4+ circulante en estos animales
ocasiona un desbalance negativo en la relacion
de CD4/CD8 de manera similar a lo descrito
en enfermedades inmunosupresivas
ocasionadas por infecciones retrovirales en
humanos y gatos (Hoffmann-Fezer et al.,
1992). '

Los cambios asociados con elevada
proporcion de células con marcadores de
linfocitos B explica el significativo aumento
de gammaglobulinemia en los animales
clinicamente enfermos con la enfermedad y
tiende a corroborar la hipergamma-
globulinemia descrita con anterioridad (Hod
et al., 1972). El elevado niimero de células
B (CD45RA+) encontrados en animales en-
fermos naturalmente con APO fueron igual-
mente confirmados por los altos niveles de
activacion linfocitica estimulados ir vitro con
LPS (mitdgeno especifico de células B) rea-
lizado en 3 animales afectados. Esta apa-
rente sobrestimulacion de las células B ob-
servada en el estudio contradice lo reportado
sobre la incapacidad del retrovirus productor
de APO de inducir anticuerpos especificos

. contra el agente retroviral (Herring et al.,
1983) pero sugiere que esta respuesta tal vez
sea completamente inespecifica. Debe ano-
tarse que similares disfunciones tales como
hipergammaglobulinemia e incremento en la
activacién de células B se logran observar
pacientes infectados por el virus HIV y atri-
buidas como consecuencia de una respuesta

predominantemente mediada por la
subpoblacion Th, de las células CD4+(Clerici
y Sherer, 1993). Las anormalidades cualiy
cuantitativas de las células B tienden a aso-
ciarse con cambios progresivos de la enfer-
medad en pacientes afectados por el SIDA
(Zouali, 1995). La aparente desregulacion
de las células B observadas claramente en
animales naturalmente enfermos por APO,
tiende a sugerir que este tipo de disfuncién
estaria asociado con estadios terminales de
la enfermedad. Pues los corderos infecta-
dos con in6culos experimentales no muestran
un aumento significativo en la poblacién de
células B y muy por el contrario los corderos
que terminaron lesiones ligeras de APO te-
nian disminuidas las células con marcadores
SIgG+ (4%) y los severamente afectados
(8%), comparados con el 12% observado en
animales controles (Cuadro 8).

Los resultados de los analisis sobre el
total de células recuperadas en los pulmones
naturalmente afectados difieren de lo previa-
mente reportado para animales aparentemen-
te normales (Burrells y Sutherland, 1993) y
demuestran que existe un trafico celular muy
intenso hacia el tejido pulmonar neoplasico.
Muy poco se sabe sobre el origen de células
inmuno-inflamatorias que controlan el trafico
celular hacia los pulmones infectados. Se
desconoce también cuales son los origenes
y/o estimulos especificos responsables para
el reclutamiento celular. El flujo celular
pulmonar tal vez provenga y sea consecuen-
cia de una redistribucion celular periférica,
pero igualmente puede ser consecuencia de
una proliferacidn in situ en respuesta a cier-
tas necesidades patologicas (Semenzato,
1991). La linfocitopenia periférica observa-
da en ovinos afectados con APO asociada
con el aumento de linfocitos observados en
muestras obtenidas de lavados pulmonares
tiende a apoyar al modelo de redistribucion
celular. Sin embargo, a pesar del aumento
de linfocitos en los pulmones afectados por
APO, se observa igualmente una selectiva
reduccién de ciertas subpoblaciones tales
como de células CD5+ y fundamentalmente
linfocitos CD4+. En estos animales, ademas
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se logra observar un incremento en las pro-
porciones de CD8+ y células B (slgG+ y
CD45SRA+).

La CD4+ linfocitopenia son al parecer
linicas en animales afectados por el retrovirus
productor del APO. Ovinos naturalmente
enfermos con la forma respiratoria (Maedi)
y producto de una infeccion lentiviral no mues-
tran alteraciones en la subpoblaciones de
CD4+ periférico y muy por el contrario las
células CD4+y CD8+ se encuentran aumen-
tadas al compararlas con los animales no afec-
tados por el lentivirus (Cordier et al., 1992).
La evidente predileccion retroviral APO por
el tejido linfoide tiende a sustentarse en los
cambios macro y microscopicos observado
en tejido linfoides de corderos experimental-
mente infectados con APO. En estos corde-
ros, se observaron reducciones de pesos de
los tejidos linfoides pero fundamentalmente
en timos cervicales y toracicos. En todos los
corderos inoculados y que desarrollaron la
enfermedad se comprobaron tendencia en la
reduccién de peso timico pero los cambios
fueron mucho mas dramaticos en aquellos
corderos severamente afectados (Cuadro 9).

La severa deplecion linfoide observa-
da en el timo de estos corderos, tiende a su-
gerir que deficiencia de células CD4+
periférica y pulmonar sea consecuencia de
la afinidad viral por linfocitos timicos. Por
otro lado, la deplecion linfoide timica también
explicaria la reduccion de peso de los nédulos
linfaticos pulmonares y sobre todo la
despoblacion linfoide esplénica observadaen
los 2/2 corderos estudiados (Figuras 4a y 5a).
Desgra-ciadamente, al término de la ejecu-
cion del presente trabajo no se disponia de
técnicas moleculares para identificar al agente
retroviral en tejidos lindoides. Sin embargo,
el uso de la técnica de transcriptasa reversa-
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) ha comprobado, recientemente, la pre-
sencia del retrovirus causante del APO en
muestras de médula 6sea, nédulo linfatico y
timo (Palmarini e al., 1996). Consecuente-
mente, es altamente tentador, sugerir que la
linfocitopenia de CD4+ principalmente la
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periférica es consecuencia de una
citotoxicidad viral o producto de una elimina-
cion clonal de células T, particularmente de
células CD4+.

El incremento de macréfagos
alveolares observados en muestras de lava-
dos pulmonares de animales enfermos con
APO fue hasta cierto punto esperado. Estas
células infiltran extensivamente los espacios
alveolares alrededor de los focos tumorales
{Cuba Caparé ef al,, 1961; Rosadio et al,
1988a; Sharp y Angus, 1990a) y estan pre-
sentes en elevadas proporciones en mues-
tras en tejidos tumorales desagregados y en
muestras producto de lavados pulmonares
(Jassim et al., 1987, Myer et al., 1987). La
presencia de macréfagos en tejidos afecta-
dos por el retrovirus es muy probable se deba
a la excesiva cantidad de material surfactante
producido por los neumonocitos transforma-
dos. Sinembargo, las acumulaciones masi-
vas de macréfagos alveolares podrian muy
bien ser fuente de algun factor, aiin descono-
cido, con capacidad de potenciar, exacerbar
el proceso tumoral y/o participar en el pro-
ceso tumorogénico. Estas posibles habilida-
des se sustentan en las observaciones de cier-
tos efectos interactivos reportados ocurrir
entre macrofagos y tumores no pulmonares
(Buick ef al., 1980; Nelson et al., 1985)ya
la cierta habilidad de inducir sintesis de ADN
en neumonocitos de tipo Il en ratas (Leslic ez
al., 1985).

La reduccion significativa en las pro-
porciones de células CD5+ y CD4+ en
linfocitos pulmonares en muestras de lava-
dos pulmonares de animales afectados por
APO tienden a sugerir que los linfocitos enel
lecho pulmonar estdn en constante activacion
{pérdida de antigeno de membrana CD5) que
terminarian selectivamente por eliminar
subpoblaciones de CD4+ (Lujdn et al., 1993).
La relacién de linfocitos T/B y CD4/CD8 que
se encontraron en pulmones de animales no
afectados con APO son similares a lo en-
contrado en pulmones normales (Burrello y
Sutherland, 1993), pero son distintas a lo ob-
servado en animales afectados con APO. Las
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proporciones de linfocitos T&y encontrados
en ambos grupos de animales (APO y no
APO) son mas elevadas de lo previamente
reportado (Burrells y Sutherland, 1993) y tal
vez reflejen respuesta a proteinas o shock
proteico producido por células estresadas
(Hein & Mackay 1991b). Estos resultados
refuerzan la idea que en el tejido neoplasico
se liberan constantemente factores
quimiotacticos de fuerte atraccion a células
linfoides que terminarian por producir las al-
teraciones observadas en los pulmones de
animales naturalmente enfermos con APO.

La elevada proporcion de células
CD8+ en muestras de lavados pulmonares
tal vez sea un reflejo de la respuesta del hos-
pedero para suprimir o eliminar a las células
epiteliales transformadas por el retrovirus.
Esta aseveracion se sustenta por hallazgos
similares que han sido reportados en mues-
tras de lavados pulmonares en pacientes afec-
tados con adenocarcinoma pulmonar huma-
no (Ginns ef al., 1982; Wesselius et al., 1985),
tumores pulmonares murinos (Scott y
Kauffmann, 1991)y en linfomas ovinos pro-
ducto de infeccion por el virus de la leucemia
bovina. Estas observaciones conjuntamente
con nuestros resultados, tienden a sugerir un
rol, atin por comprobarse, de las células CD8+
en el intento de eliminar a las células trans-
formadas. Por otro lado, los linfocitos CD8+
son esenciales en lisar células infectadas por
virus y consecuentemente son células res-
ponsables, por ejemplo, de la recuperacion
de ovinos infectados por un virus
neumotrdpico como el virus sincitial bovino
(Sharma et al., 1990; Sharma y Woldehiwet,
1991). Paradéjicamente, la elevada concen-
tracion de células CD8+ tal vez sea causante
de la elevada concentracion viral en las
secreciones nasales observada en los anima-
les afectados, de manera similar a la posible
implicacién de las células CD8+ en la excre-
cion de lentivirus en leche y secrecidn
pulmonar en animales infectados por el virus
Maedi/Visna (Quzrout et al., 1991).

El presente estudio demuestra que ovinos
naturalmente enfermos y experimentalmente
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inducidos con APO padecen de disfunciones
inmunes caracterizadas por linfocitopenia
CD4+ circulante, desregulacio-nes de célu-
las B (proporciones aumentadas periféricas
y pulmonares de células slgG+;
hipergammaglobulinemia y respuesta au-
mentada a mitégenos para células B en ani-
males naturalmente enfermos) y una ele-
vada proporcion de células CD8+ y linfocitos
TSy pulmonares en animales clinicamente
enfermos. Las alteraciones de
subpoblaciones linfoides se sustentan con
evidencias de una acelerada involucién
timica en corderos experimentalmente infec-
tados tales como: reduccién de peso timico,
hipoplasia linfocitica cortical e incremento
en nimeros y formas alteradas de corpus-
culos de Hassal.

Todas estas alteraciones linfoides su-
gieren que el retrovirus productor del APO
replicaria en tejido linfoide capaz de desen-
cadenar cuadros de inmunodeficiencias que
explicaria la aparente susceptibilidad de es-
tos animales a superinfecciones pulmonares
a diversos agentes patogenos y principalmen-
te a pasteurelosis neumonica. La responsa-
bilidad retroviral de la linfocitopenia CD4+
tendra que ser comprobada. Sin embargo,
la reciente demostracion de la predileccion
del retrovirus del APO por tejido linfoide
(Palmarini ef al., 1996) demuestra poten-
cial capacidad inmunosupresora de este
agente de una manera muy similar a otras
infecciones virales inmunosupresoras hasta
ahora descritas, tales como el virus produc-
tor del SIDA (HIV), inmunodeficiencia
felina (FeLlV) y pestivirus ovino. Estos re-
sultados fundamentalmente evidencian una
gran semejanza a la biologia del retrovirus
tipo B murino en la habilidad de utilizar teji-
do linfoide para ingresar, proliferar y final-
mente arribar a tejido epitelial para desen-
cadenar carcinoma mamario.

Los autores agradecen muy especial-
mente al Sr. Andrew Sanderson, Departamento
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