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RESUMEN

Estudios previos sugieren que, al igual que en otras infecciones por retrovirus, las
hormonas esteroideas serian capaces de dirigir la expresion del virus de Maedi-Visna (MVV)
mediante la interaccion con los Elementos de Respuesta a Hormona (HRE) de la region
promotora/reguladora LTR (Repeticiones Largas Terminales) del genoma del provirus. El
objetivo de este trabajo fue la evaluacion del efecto del cortisol, progesterona vy
dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre la capacidad transcripcional de la region LTR de MVV
mediante ensayos de transfeccion en fibroblastos ovinos con plasmidos pAcGFP (que contiene el
gen para la GFP, proteina verde fluorescente) en los que se habia clonado la region U3-cap del
LTR de distintas cepas de MVV. La actividad transcripcional del LTR se evaluo a través de la
cuantificacion de la expresion de la GFP por citometria de flujo con las distintas concentraciones
de cada hormona tras 48 horas de incubacion. En la mayoria de los ensayos se observé un claro
efecto inhibitorio de la transcripcion del LTR a elevadas concentraciones hormonales,
disminuyendo el efecto a medida que se diluia la hormona, llegando incluso en el caso de
cortisol y de DHEA a producirse un incremento de la expresién a partir de 10”M. En general no

se pudo asociar una diferente respuesta con el origen de la cepa estudiada lo que sugiere que no
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estd relacionado con los distintos origenes/tropismos de los virus. Estos datos sugieren la
presencia de un sitio HRE capaz de responder a estimulacion hormonal en el LTR de MVV.

Palabras clave: Virus de Maedi-Visna (MVV), Repeticiones Largas Terminales (LTR),
Elemento de Respuesta a Hormona (HRE), hormonas esteroideas.

SUMMARY

Previous studies suggest that steroid hormones may direct the expression of Maedi-Visna
virus (MVV), as has been observed in other retroviral infections. This would be achieved
through the promoter/regulator region of the LTR (long terminal repeats) of the proviral genome,
which would contain hormone responsive elements (HRE). The aim of this study was to evaluate
the effect of cortisol, progesterone and dehydroepiandrosterone (DHEA) on the transcriptional
ability of the MVV LTR region. For this, sheep fibroblasts were transfected with pAcGFP
plasmids (containing the gene for green fluorescent protein, GFP) in which the U3-cap region of
the LTR of different strains of MVV had been cloned. Different concentrations of each hormone
were added to transfected cells and the transcriptional activity of the LTR was evaluated after 48
hours of incubation by quantifying the expression of GFP by flow cytometry. A clear inhibitory
effect of the transcriptional ability of the LTR was observed in most of the assays at high
hormonal concentrations. This effect decreased with the increasing dilutions of the hormones, to
the point that GFP expression was above baseline in cells transfected with several of the
plasmids and treated with dilutions above 107M of cortisol and DHEA. In general terms, a
different response could not be associated to the origin of the strain under study, suggesting that
the effect of steroids is not related to the different origins/tropisms of the virus. These data
suggest the presence of a hormone responsive element (HRE) in the MVV LTR able to respond
to hormonal stimulation.

Key words: Maedi-Visna Virus (MVV), Long Terminal Repeat (LTR), Hormone Respone
Element (HRE), steroid hormones.

INTRODUCCION
La enfermedad de Maedi-Visna

La enfermedad Maedi-Visna (MV o neumonia progresiva ovina en espafol) inicialmente

se describié como dos procesos distintos, disnea (en islandés “Maedi”) y pérdida de peso (en
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islandés “Visna”), comprobandose posteriormente que estaban producidas por el mismo virus, el
Virus de Maedi-Visna (MVV). Este virus es capaz de ocasionar distintos procesos como
neumonia intersticial, encefalitis, artritis 0 mamitis, todos ellos de caracter crénico y progresivo.
Aunque la infeccion persiste de por vida, la expresion y eliminacion del virus se relaciona con
momentos reproductivos como el parto o la lactacion. MVV emplea como células diana
monocitos y macrofagos (Narayan et al., 1982; Gendelman, 1985). Ello no quiere decir que so6lo

sean estas células donde se replica MVV, aunque si las mas importantes.

El virus de Maedi-Visna

MVV es un lentivirus ovino perteneciente a la familia Retroviridae que guarda gran
similitud con el virus de la encefalitis-artiritis caprina (CAEV) aislado en 1980 por primera vez
en EE.UU. a partir de la membrana sinovial de cabras afectadas de artritis, por lo que
actualmente se clasifican ambos como Lentivirus de Pequefios Rumiantes (0 SRLVS en su
denominacion inglesa). La particula virica es esférica y mide entre 90 y 120 nm de didmetro y
contiene dos moléculas idénticas de ARN monocatenario de unos 9-10 Kb con el extremo 5
metilado y el 3"poliadenilado. ElI complejo genoma-nucleoproteina se asocia a la
retrotranscriptasa y queda envuelto por una capside troncocoénica, la cual a su vez se recubre de

una envoltura derivada de la célula hospedadora (Figura 1).
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Figura 1. Esquema general de un lentivirus. SU, proteina de superficie, TM, proteina transmembrana, CA, proteina de la capside,
MA, proteina matriz, NC, proteina de la nuceocapside (Tomado de Barquero, 2005).

El genoma de MVV contiene los tres genes esenciales (gag, pol y env) y tres genes
reguladores (vif, tat y rev). En el ADN proviral aparecen las repeticiones terminales largas (LTR,
“Long Terminal Repeats”), largas secuencias repetidas a ambos extremos que juegan un papel
crucial en la transcripcion. En los LTR se distinguen tres regiones: U3, R y U5 (Figura 2).

Muchos estudios han demostrado la gran importancia de la actividad promotora del LTR, asi
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como en la regulacion de la transcripcion y en general en la expresion viral (Kawaguchi et al.,
1992; Sparger et al., 1992; Thompson et al., 1994; De Parseval y Elder, 1999). Su importancia
crucial deriva de que contienen todas las sefiales requeridas para la expresion génica
(promotores, iniciacion de la transcripcion, sefial de poliadenilacion, sefial de finalizacion de la

transcripcion y potenciadores o “enhancers”).

Sefialesal comienzo de la transcripcion
Promotores Sefialde
CCAAT TAATA poliadenilacion
AATAA
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Figura 2. Representacion esquematica del LTR.

Efecto de las hormonas esteroideas en retrovirus

Las hormonas esteroideas son un grupo de moléculas presentes en la mayoria de los
vertebrados superiores. Derivan del colesterol y su sintesis esta controlada por el hipotalamo e
hipdfisis, la cual envia sefiales a la glandula adrenal (en la que se sintetizan glucocorticoides
como cortisol, mineralcorticoides como la aldosterona, o esteroides masculinos como la DHEA)
0 a las gonadas (en las que se sintetizan testosterona, estradiol y progesterona). Gracias a su
naturaleza lipofilica pueden penetrar en las células donde interaccionan con receptores en el
citoplasma o nudcleo y forman complejos capaces de regular la transcripcion de determinados
genes tras unirse a secuencias especificas del ADN (Johannes, 2007).

Los receptores reconocen e interaccionan con secuencias especificas del ADN, los
denominados “elementos de respuesta a hormona” (HRE), localizadas en las regiones
promotoras de los genes diana. La interaccion del ADN y el receptor facilita la maquinaria
transcripcional.

Segun la secuencia aminoacidica de su region central los receptores esteroideos se clasifican
en dos subfamilias. La de menor tamafio contiene el receptor de glucocorticoides (GR),

progesterona (PR), andrdgenos (AR) y mineralcorticoides (MR). La otra subfamilia, de mayor
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tamano, contiene al receptor de estrogenos (ER), vitamina D3, hormona tiroidea y éacido
retinoico entre otros. La secuencia TGTTCT es la diana correspondiente a la subfamilia del
GR/PR, y AGGTCA a la subfamilia del ER (Nelson et al., 1999). Por lo tanto, estas dos
subfamilias de HRE determinaran la capacidad funcional de las distintas hormonas esteroideas.

El efecto de las hormonas sobre la replicacion de los retrovirus comenzo a despertar gran
interés desde el descubrimiento de la estimulacion por glucocorticoides de la replicacion y
liberacion del virus del tumor mamario de raton (MMTV) describiéndose un elemento de
respuesta hormonal en el genoma del virus que se pudo situar en la region LTR (Smoller et al.,
1961). Cuando se afiadia dexametasona, progesterona, testosterona o mineralcorticoides a
cultivos de células infectadas con el MMTYV se observo un incremento en el ARN viral (Ringold
et al., 1975). El efecto de los esteroides sobre la transcripcion se ha comprobado en otros
retrovirus como el virus Moloney del sarcoma murino (Miksicek et al., 1986), retrovirus
enddgenos murinos, virus de la leucemia bovina, retrovirus enddgenos porcinos, y virus de la
inmunodeficiencia humana o simia (revisado en Tejerizo 2007). En otros estudios en los que se
ha estudiado el efecto de las hormonas esteroideas sobre otro retrovirus, el virus de la
inmunodeficiencia felina (FIV), se ha observado que la replicacion del virus se ve alterada en
presencia de estradiol (Bruland et al., 2001; Tejerizo 2007). De forma similar, en estudios
preliminares sobre el efecto del estradiol en cultivos de fibroblastos infectados por MVV se
observo un incremento de la apoptosis que podria deberse a que la hormona actle directamente
sobre la replicacién de la cepa EV1 de MVV y fuese éste el causante directo del
desencadenamiento de la apoptosis (Sanjosé, 2010).Se ha visto también que la DHEA inhibe la
replicacion de FIV en células infectadas por el virus (Bradley et al., 1995). En los retrovirus
felinos también se ha estudiado el efecto de la progesterona observandose que los LTRs de los
virus de la leucemia felina (FeLV) y FIV cuando son clonados en un vector y en presencia de
progesterona, conducen la expresion proteica (Tejerizo, 2007). Por otra parte, se ha descrito un
nivel diferente de hormonas esteroideas en sangre de gatos infectados por FeLV, FIV o ambos en
comparacion con gatos no infectados, lo que sugiere un papel en la patogenia de estas
enfermedades (Tejerizo et al, 2012).

Durante la enfermedad de Maedi-Visna la expresion del virus puede sufrir alteraciones
debidas a situaciones de estrés o a distintos momentos del ciclo reproductivo como el parto o la
lactacion, reforzandose de esta forma la hipotesis del posible efecto de las hormonas esteroideas
sobre la expresion viral. Es posible que, al igual que sucede en otros retrovirus, existan HRE en
la region reguladora LTR de MVV, y determinadas hormonas esteroideas puedan regular los
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mecanismos de transcripcion génica del virus tras la union del complejo hormona-receptor al
sitio HRE diana.

Dada la importancia que tiene la enfermedad de Maedi-Visna en Sanidad Animal con su
influencia sobre la economia agroganadera, nos propusimos como objetivo general de este
trabajo estudiar el efecto de determinadas hormonas esteroideas (hormonas sexuales vy
glucocorticoides, especificamente progesterona, cortisol y DHEA) sobre la expresion del virus
de Maedi-Visna. Para ello se pretende caracterizar el papel de los LTRs viricos en la respuesta a
estas hormonas mediante ensayos de transfeccién con plasmidos en los que se ha clonado la
region U3-cap de los LTR de cepas de distintos origenes y cuantificacion de la expresién de la
proteina verde fluorescente (GFP) en fibroblastos ovinos incubados en presencia de estas

hormonas esteroideas.

MATERIAL Y METODOS

Células empleadas y condiciones de cultivo

En este trabajo se han empleado fibroblastos ovinos, un cultivo celular primario aislado de
tejido subcutaneo de ovejas no infectadas. EI medio de cultivo empleado fue siempre RPMI-
1640 (BioWhittaker) con 10% de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich, Espafia), L-glutamina 200
mM (Sigma-Aldrich, Espafia), penicilina (100 Ul/ml) (PPA) y estreptomicina (100 pg/ml)

(PAA). La incubacion se realiz6 a 37°C con 5% de CO, en atmosfera himeda.

Plasmidos empleados y andlisis de sus secuencias nucleotidicas

Todos los plasmidos recombinantes fueron realizados por la licenciada Leticia Sanjosé en
colaboracion con el Grupo de investigacion de la Dra. Amorena (IdAB, CSIC-UPNA). Los
insertos correspondientes de las distintas secuencias de LTR asi como sus secuencias
nucleotidicas (U3-cap) de las 5 cepas de MVV fueron cedidos amablemente por el citado Grupo
de Investigacion. Se eligi6 el vector pAcGFP para confeccionar cada plasmido y poder estudiar
la actividad promotora porque este vector carece de promotores propios, por lo que la expresion
de GFP dependera de que se active 0 no la maquinaria transcriptora en el LTR (Figura 3). Esto
permite determinar la actividad promotora de dicha region tras la transfeccion en los
fibroblastos. Ademas, la expresion de GFP se mide mediante citometria de flujo, con la ventaja

de conocer exactamente la intensidad de la expresion en cada célula en particular y de la
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poblacion celular en general, al medir la fluorescencia inducida por GFP. Esto permite distinguir

las células transfectadas y contarlas.
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Figura 3.Esquema del plasmido recombinante resultante de la clonacion de la secuencia U3-cap del LTR de cada cepa de
MWV en la region MCS del vector pAcGFP-1 (pAcGFP/LTR).

Para la realizacion del estudio se seleccionaron 5 cepas distintas de MVV: EV1 con y sin
repeticiones (NUmero de acceso GenBank S51392.1), 697, 258, KVV1772 y 496 a fin de estudiar
si habia diferencias en su respuesta a hormonas en funcion del cuadro clinico que originaban
(nervioso, neumonico o artritico), no pudiendo disponer de ninguna cepa aislada de un caso
mamario (Tabla 1). Se escogié el fragmento U3-cap debido a que la region U3-R del LTR
contiene la mayoria de los sitios de union de factores de transcripcion necesarios para la

actividad promotora del LTR.

Tabla 1. Cepas de MVV cuyos LTR se emplearon en el estudio mostrando en cada caso su origen. ?Con repeticiones,
presencia de dos secuencias repetidas, una de 19 pb (CTTAAGTCATAACCGCAAT) en posicion 181 a 200, y una secuencia de
23 ph (GCGCATAGTCATGTATCAGCTGA) en posicion 201 a 222. °Sin repeticiones.

Cepa Origen Referencia

EV1 con repeticiones® Neumonico | Sargan et al., 1991

EV1 sin repeticiones’ Neuménico | Sargan et al., 1991

258 Neuménico | Glaria et al., 2009
KV1772 Nervioso Andresson et al, 1993
697 Nervioso Glaria et al., 2011

496 Artritico Glaria et al., 2009
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El analisis de las secuencias nucleotidicas se llevo a cabo mediante el programa de
alineamiento clustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y la identificacion de los
posibles HRE situados en la region LTR del genoma proviral de MVV se realizé con los
programas Bioedit Sequence Alignment Editor (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/ bioedit.ntml)
y  Genomatix  (transcription  factor  binding  sites)  (http://www.mbio.ncsu.edu/
bioedit/bioedit.html).

Hormonas empleadas y su dilucion

Las hormonas incluidas en el estudio fueron progesterona, cortisol vy
dehidroepiandrosterona (DHEA) (Sigma-Aldrich, Espafia). Para los ensayos todas las
hormonas fueron diluidas en agua milli-Q (44H2O) estéril hasta una concentracién de 2x107
M, excepto la DHEA que requirié solventes organicos recomendados por el fabricante,
cloroformo:etanol:&cido acético (2:2:1). Todas las diluciones “stock” fueron alicuotadas y
almacenadas a -20°C hasta su uso. En el momento de realizar los experimentos se prepararon
diluciones decimales seriadas a partir de estas soluciones con medio RPMI 1640
(BioWhittaker) (afiadiéndose ademas en el caso de DHEA, 3mg/ml de glucosa -Conda, S. A.,
Espafia-) empleandose las concentraciones 10°M, 10°M, 107 M, 10°M, 10 My 103M.

Crecimiento de bacterias y extraccion de ADN plasmidico

Las bacterias de Escherichia coli Top10 previamente transformadas con cada uno de los
plasmidos recombinantes y almacenadas a -80°C en proyectos anteriores, eran descongeladas en
bafio a 37°C y cultivadas a 37°C en placas de agar con LB (Conda, S. A., Espaiia) con
Kanamicina (25 pl/ml) (Sigma-Aldrich, Espafia), ya que asi se seleccionan las cepas con el gen
de resistencia para este farmaco. Tras 24 horas de incubacion se seleccionaban colonias y se
pasaban a cultivar en caldo LB con Kanamicina (25 pl/ml), incubandolas 24 horas méas a 37°C en
agitacion. Seguidamente se procedia a realizar la extraccion del plasmido segun el protocolo de
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). EI ADN plasmidico extraido se corria en gel de agarosa
al 1% (Conda, S. A., Espafia) en TAE 1x al que se afiladia GelRed™ (Biotium) (10 pl/10ml) y se
visualizaba con luz ultravioleta mediante el sistema de captacién de iméagenes GelDoc™ vy el
software de analisis de geles Quantity-One® (Bio-Rad Laboratorios, S.A. Espafia). EI ADN
extraido se cuantifico con el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific) y se

conservo a -20°C hasta su uso.
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Transfeccion celular

Una vez extraido el ADN plasmidico, para la consecucion del experimento y como primer
paso era necesario transfectar los fibroblastos. Para ello se incubaron 100.000 células/pocillo en
placas de 24 pocillos (Iwaki Microplate), en un volumen final de 800 ul de medio RPMI 1640
completo sin antibidticos. Tras 24 horas de incubacion las células alcanzaban una confluencia
del 75-80% y se procedid a la transfeccion de las células con 0,4 pg de plasmido purificado
(PACGFP/LTR) mediante el empleo de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) con una relacion de
ADN (ug): Lipofectamina (ul) de 1:2 siguiendo las recomendaciones del fabricante y segun el
protocolo descrito.

Los cultivos transfectados se incubaron durante 6 horas para obtener una adecuada
transfeccion. Posteriormente, se procedio a la adicion de 100 ul de cada hormona en estudio
(progesterona, cortisol o DHEA) por pocillo, para obtener concentraciones finales de 10° M, 10
M, 107 M,10° M,10™* M y10™*® M, en un volumen final de 1 ml. Los cultivos se incubaron en
estas condiciones 48 horas. Pasado este tiempo se tripsinizaban y fijaban las células con
paraformaldehido (PFA) al 0,5% para al dia siguiente realizar el analisis por citometria de flujo.

Cada experimento con cada hormona se realizo por duplicado repitiéndose al menos dos veces.

En cada experimento se incluyeron una serie de controles:

e Blanco: células sin adicion de lipofectamina ni hormona en el medio.

e Controles internos de células transfectadas con cada pldsmido con lipofectamina pero
sin adicion de hormona, para determinar como referencia la expresion basal de la
proteina GFP en presencia de LTR.

e Control de la transfeccién mediante el plasmido que incluye pAcGFP-CMV (vector

con el promotor del citomegalovirus).

Anélisis de la actividad transcriptora del LTR mediante citometria de flujo

La deteccion de la expresion de GFP se realiz6 por citometria de flujo en el Centro de
Citometria de Flujo de la UCM. La lectura se llevo a cabo en un citbmetro FACScalibur con un
espectro de excitacion de 488 nm vy filtros de deteccion de 515 nm y 585 nm, midiendo la
cantidad de 6x10° células. Para que los datos obtenidos de expresion de la GFP a las distintas
concentraciones de hormona fuesen tomados como validos se estim6 que la transfeccion
obtenida o valor M1 % (porcentaje de células vivas que expresan GFP respecto al total) deberia
ser de al menos del 12%. Ademas se tomaron los valores de M1 media (mean) que representa la

media de intensidad GFP de la poblacion de células M1.
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Analisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos para cada concentracion de hormona y plasmido fueron
normalizados restando a cada valor la media obtenida del valor tomado como basal de expresion
(valor obtenido en los controles a los que se afiadio s6lo lipofectamina mas el plasmido) para
poder determinar de esta forma el aumento o disminucion de la expresion al afadir una
determinada concentracion de hormona. Cada concentracion de hormona se ensay6 al menos
cuatro veces. A continuacion se calculé la desviacion estandar para cada bloque de resultados de
cada concentracion y plasmido.

Para la valoracion y estudio estadistico de los resultados se realiz6 la prueba paramétrica
T-Student. Se consideraron como diferencias estadisticamente significativas aquéllas en las que
p<0,05.

RESULTADOS

Alineamiento de las secuencias de LTR estudiadas y localizacién de los principales lugares
de unidén a factores celulares de transcripcion (TBS) y elementos de respuesta a hormona
(HRE)

Se identificaron varios sitios de reconocimiento de complejos hormona-receptor hormonal
(ER y GR/PR), con distintos grados de conservacion en las secuencias (Figura 4). Las secuencias
ER1 y GR/PR3 han sido propuestas por el programa Genomatix (transcription factor binding
sites) y las secuencias ER2 y GR/PR1 y 2 por Tejerizo, 2007. Se localizaron ademas los
principales sitios de regulacion de la transcripcion (GAS, TAS y TATA box, AP1, AML y AP4)
(Figura 4).
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GR/FR1
EV1 con rep CTCAGATCTCCAGACTCTCACGACAGAGAACAAR TCCCCATCT TCRAGAATZACTATGZTC &0
EVl sin rep CTCAGATCTCGAGACTGTCAGGACAGRGAACAARTCCCCAT CT TCGCAGAATCACTACGTG &0

258 -~~~ CTCEAGACTGTCCEGACA GAGAAC AAC GACCTAC CT TECAGRAT GAATATETG 53
£57 ——————— CTCEAGAC TG TCAGGACC GAGARC LA GECCTAC CT TECAGRAT GAATATET G 53
EVL772 CTORAGACTGTCAGGACA GAGAAC AR T BOCTAC CC TEGARLAT GACTATGTA 53
435 ————— —~CTCEAGACTGT-GAGACATGERARAAL ~ ———————— ~GGAGACTARCAR-—-— 38
TEEEEEETEETEY TEx * k% TEE T T x *
GAS

EVl con rep GAAGTG-——AAGTAGGAT-——-—--TTACAGGARRGEA- ————————————RAATCA——-
EVl zin rep ACAGTA-—CAATAGCAT-——-—--TTACAGGARBGCL-
258 BAGTTA-—-GAATAGCAT--———-- TTACARGARAGT—
£37 BAGTTA-—-GAATAGCAT--———-- TTACARCARART —————————————CATATCA--- &7
EV1772 GAGTTATAGGARGGT CATGTCAC TG TT ACCAGARA TCAT AGTCAGGATCACACAGCARAT 113
438 BAEC--———ATAGGCCARA-————- TTOOTETARATC —————————————ACTTEEE-- 71

* *x * *EE * *

41

Tas _ER1 AF1 AL GR/PRZ
EVl com rep --—--CTGETTACCAGAARGCAAAGT CAGEAT GACACAGCALA- TCTAACCGCARSTT-CC 147
EVl sin rep -——--TTGTTACCAGAARGCAAAGT CAGEAT GACACAGCALA- TETAACCGCARGTT-CC 147
zEg -~ TTGTTACCAGRARGCATAGT CAGEET GACARRGCAT T- TG TAACCECARSTT-CT 140
£37 -~~~ TTETTACCAGAARGCATAGT CAGEAT GACARRGOAT G- TATAACCACARSTT-CC 140
EV1772 GTAACCEET TACCAGAART CATAGT CAGRAT GACACAGCALA- TETAACCECARSTT-CT 171
436 -~ TTGTTATGAGRARAGCARGT CACTGT GACACAGC AL AR TR TAACCECARRATGCT 126

ko *EEEE *TEEEE *EEEE TEEE * FEEEE TEE * *
AF1 sps P2 gy

EVl con rep GO---TTALAT CCGCATAGTCAT GTAT CAGCTGAT GO TTALGT CATAACCECART GOGCA 204

EVl sin rep GO-—-TTAAMATGLGCATAGTCATGTATCAGCTEAT Gm———-———=———=-———=-—-—--= 120
ZE& GC———TTTTAGCT FOTAAGTCAT GTAACAGE TEAC G~ 173
97 GC———TTCTAGCT FOTCAATCAT GTAACAGE TRAC G~ 173
KWz GC——-TTTTTTCCGCTCAGTCAT GT AGCAGC TEAT G- z04
436 GACADTTGTAACAGCTGMT————C.?!.GCTGFLTD———————————————————————— 152

* T TEEEEEE ¥

“P1 AF4 =Pl =ML
EVl con rep TAGTCATGTATCAGCTGACGCTTAACTCATA—--ACCOCA-ATTGTAAACATCCTGCCTA Ze0
EVl sin rep --—-———-—-——-———-———-CITAAGTCATA---ACCECA-AGTGTAMACATGCTGOCTA 216
ZE& —CTTARGTCATA-—-ACCCECA-ALTCTARLCAMCCTCOCTA 205
97 —CTTAGGTCATA---ACCGCA-AATCTAALCAAGCTCOCTA 209
EWl77z ~GTTAAGTCATA---ACCGCA-CGATGTAALCAAGTTCOCTA 240
496 ———————————————————-CIT-GCTCATGCTCACT CT CTAGCT TAAGCACTATATAAL 137

** *TEEL ** * E o *
TATA Box GR/FR3

GT TGAGGCAGAGTCCT TGCEAGAG——————————-4k 308
GT TEACGL AL G TECT TEREAGAG ——————————-4k ZEZ
GRGRACTCARACTCTCTT GOGEAG—————————-Ak Zfg
AR GEGL ARG TC TOCT GRAGAG —————————-AF ZEL
CLARARCCAGAGTGCT TTCOAGAGCTCOAAGGALACE F22

——-ACTTCAGAGT-TCTAGGAGTGT-———-———————— 227
TEEEEE + * %

F

EVl con rep TAAMAGCTGC-TTGCTCGC--T
EVl sin rep TAARAGCTEC-TTGCTCGC--T
ZE53 TATAAGCT-C-CTGCTTGTACT.
237 TATRAAC—C-CTGCTTGTACT
EW177E TATAAGCCGC-TTGCTAGC-T
43g TRAGAGCTTTECTGCTT G ———

*E K K TEEE

us

EVl con rep CCOCTCCCAGGCCTCTCCTGCCTGCCTGA--ACCATCGCGAATCACTAGTGAATTC 2E2
EVl sin rep CCCTCCCTGGCCTCTCCTGCCTGCCTGA--ACCATCECCAATCACTAGTGAATTC 215

258 ATCTCC-AGAGCTCTCCTGCC TG TGCT G- —GOCAT GEOGAATC —— ———— GAAT TC 20z

237 ATCTCG-GERAGCTCTCCTGCCTETRCT G- —FOCAT GECRAATCAC TAGT GAATTC 207

EV177Z GTCTCC-GEGCCTCTCC TGO TECC TRA- —ACCAT GECRAATC — — —GAATTC 244

4598 CCCTCCTAGG-CTCTCCTCTCCRAGGAGETACCAT CECEAATCACTAGT GAATTC 291
T EE * TEETEEE L * * FTEEETEETEEEE Y TEEE LY

Figura 4. Alineamiento de la secuencia U3-cap de la regién LTR de las cepas EV1 con repeticiones (EV1 con rep.), EV1 sin
repeticiones (EV1 sin rep.), 258, 697, KV1772, y 496. Los asteriscos representan identidad con EV1 con repeticiones y los
guiones deleciones. Los principales sitios de regulacion de la transcripcion se muestran subrayados (GAS, TAS y TATA box) y
sobrescritos (AP1, AML y AP4). Ademas se muestran como posibles elementos de respuesta a estrégenos (ER1 y ER2),
glucocorticoides (GR) y progesterona (PR1, PR2 y PR3).
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Anélisis del efecto de progesterona, cortisol y DHEA sobre la expresion de GFP en los
fibroblastos transfectados

Los resultados normalizados de la expresion de GFP en los cultivos de fibroblastos ovinos
transfectados con cada plasmido e incubados con cada concentracion de hormona se muestran en
la Figura 5, en las que se sefialan también las concentraciones hormonales entre las que hay
diferencias significativas. No se pudieron obtener resultados para la cepa 496 incubada con
DHEA debido a que el porcentaje de transfeccion medio fue inferior al 12%. A la vista de los
resultados obtenidos por esta técnica, en general se observa un efecto inhibitorio sobre la region
promotora U3-cap del LTR a las concentraciones més altas (10°M y 10°M) de todas las
hormonas esteroideas estudiadas (progesterona, cortisol y DHEA) atenuandose este efecto a
medida que la concentracion se va disminuyendo en la mayoria de los resultados obtenidos. En
el caso de la progesterona el efecto inhibitorio se observd a casi todas las concentraciones
estudiadas, aunque s6lo hubo diferencias estadisticamente significativas entre 10°My 10°M y el
resto de concentraciones, excepto en el caso de la cepa KV1772, en donde sélo fue significativa

la diferencia entre 10°M y las demas (Figura 5A).

Al igual que la progesterona, el cortisol también inhibi6 la expresion de GFP a 10°M y 10°
M de manera significativa. Sin embargo, a diferencia de la progesterona, en la cepa 258 hubo
incremento de la expresion a partir de 10”M, lo que en la cepa KV1772 ocurri6 a partir de 10
M. En la cepa EV1 sin repeticiones el incremento de expresion de GFP se produjo a 10°'M y 10°
M (Figura 5B). El incremento de expresion también se observé en los cultivos con DHEA con

las cepas 258 y KV1772, pero no con la cepa EV1 sin repeticiones (Figura 5C).
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Fig. 5. Efecto de la progesterona (A, barras azules), cortisol (B, barras rojas) y DHEA (C, barras verdes) (concentraciones entre
10° M y 10" M) sobre la media de intensidad de GFP expresada de la poblacién de células M1 (M1 media) transfectadas con
cada plasmido tras 48 horas de exposicién a la hormona. Los experimentos se realizaron por duplicado y se repitieron al menos
dos veces. Cada barra representa la M1 media obtenida tras restarle el valor tomado como basal (M1 media sin adicion de
hormona) representdndose ademas en cada una las barras del error estandar (desviacion estandar). Ademas se sefialan mediante
corchetes los valores de concentracion de hormona entre los que hay diferencias significativas. P, cepa de origen pulmonar; A,
cepa de origen artritico; C, cepa de origen cerebral.



14 Crespo, O. et al. Revista Complutense de Ciencias Veterinarias 6 (2) 2012: 11-18

DISCUSION

El presente trabajo fue disefiado para analizar si los incrementos de expresion de MVV
observados durante el parto y la lactacion (Lerondelle et al., 1995) podrian deberse a variaciones
en las concentraciones de hormonas en el momento del parto (progesterona/estradiol) o en
situaciones de estres (cortisol).

Segun las secuencias analizadas de la region U3-cap de las cepas estudiadas, el posible
elemento de respuesta a glucocorticoides y progesterona GR/PR1 coincide en las cepas EV1y
KV1772; 258 y 697, y es distinto a las demas en la cepa 496. En el caso de GR/PR2 la secuencia
es idéntica entre las cepas EV1y 697; 258 y KV1772, siendo de nuevo distinto a las demas en la
cepa 496. En GR/PR3 todas las secuencias son distintas entre si. Por tanto, no existe un patron
comin que pudiera explicar las diferencias y similitudes observadas en los ensayos de
transcripcion. Por otra parte, ya que el receptor para progesterona y cortisol es el mismo, cabria
esperar gque la respuesta a estas dos hormonas por la misma cepa fuera igual, lo que no se cumple
especialmente en los casos de KV1772, ni de 258. Esto podria ser debido a otros factores no
contemplados en el estudio como la implicacion de otros HRE en otras zonas del genoma o aln
no identificados en la region LTR. Ademas, en la expresion del virus podrian afectar ciertos
mecanismos regulatorios de la célula hospedadora. También es posible que la afinidad por el
HRE de cada hormona sea distinta o que tras la interaccion de una determinada hormona se
implique la activacion de una cascada metabdlica distinta a la que se produciria con la
interaccion de otra hormona de distinta naturaleza. Es importante mencionar que esta disparidad
de resultados con progesterona y con cortisol se observé también en estudios con LTR de FIV 'y
de FeLV (Tejerizo, 2007).

La expresion y eliminacion de los virus en la infeccion por MVV se relaciona con los
momentos reproductivos como el parto o lactacion (Lerondelle et al., 1995). Asi, se ha
observado un aumento de los monocitos infectados en sangre y de macrofagos infectados en
leche durante el periparto (Ouzrout y Lerondelle, 1990). Incluso existen estudios en los que se
consigue la reactivacion virica tras inducir la lactacion mediante la administracion de estradiol y
progesterona (Morin et al., 2003). También en machos se ha comprobado que la eliminacion del
virus en el semen es intermitente, sugiriendo la existencia de un efecto estacional en el patron de
excrecion. Se ha visto como el mayor nimero de eyaculados positivos coincide con el periodo
Optimo de la cria, momento de maxima actividad sexual y estrés (Peterson et al., 2008). Se ha
demostrado, ademas, que la dexametasona (glucocorticoide sintético) aumenta la expresion de

proteinas virales y el numero de particulas infectivas al administrarla a células transfectadas con
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un vector retroviral (Solodushko et al., 2009). Teniendo en cuenta que los niveles de
progesterona en la oveja se mantienen elevados durante la gestacion, alcanzando valores de hasta
15,5 ng/ml (5x10°M) y que descienden justo antes del momento del parto, los resultados
obtenidos para esta hormona en principio se podrian correlacionar de forma directa con este
hecho en las cepas EV1 (con y sin repeticiones), 258 y 496 ya que a concentraciones de 10°M o
superiores producirian la inhibicién de la expresién virica durante la gestacion para pasar a una
ausencia o a una inhibicion mucho menor de la expresion virica justo antes del parto y durante el
mismo. En el caso de los glucocorticoides (cortisol en nuestro estudio) al comienzo del parto
alcanzan su méximo nivel de 38,5 ng/ml (107M) ya que van a intervenir en la lactacion, al igual
que la prolactina (Chamley et al., 1973). En dos cepas (EV1 sin repeticiones y 258) la expresion
de GFP se incrementd precisamente a la concentracion de 107M, por lo que estos resultados
también apoyarian la observacion de mayor expresion de MVV tras el parto (Lerondelle et al.,
1995).

Atendiendo a los distintos origenes de las cepas (nervioso, artritico 0 neumonico) no se
pudo establecer un distinto patron de inhibicion segln el mismo, ya que aunque las cepas 697 y
KV1772 (ambas de origen nervioso) se comportaron de forma similar con las tres hormonas, no
se diferenciaron aparentemente del comportamiento seguido por las cepas de otros origenes (496
de origen artritico y 258 y EV1 de origen neumonico). De esta forma, se podria afirmar que de
forma general no se puede asociar una distinta respuesta segun el origen de las distintas cepas
estudiadas, sugiriéndose la falta de relacién con los distintos origenes/tropismos de los virus. Sin
embargo, se ha visto como los LTRs son de especial relevancia en determinar el tropismo celular
en el virus de la anemia infecciosa equina (EIAV) y en el virus de la inmunodeficiencia felina
(Payne et al., 1999). Ademéas se ha demostrado como el tropismo celular de MVV esta
determinado por los LTR (Agnarsdottir et al., 2000). Sin embargo, Murphy y colaboradores no
hallaron que las diferencias de tropismo en CAEV estuvieran relacionadas con la secuencia del
LTR de los aislados analizados (Murphy et al., 2010).

CONCLUSIONES

En la mayoria de las cepas se observd un claro efecto inhibitorio de la expresion de la GFP
a elevadas concentraciones de progesterona, cortisol y DHEA. En el caso del cortisol, en
determinadas cepas hubo incremento de la expresion a concentraciones compatibles con los
incrementos fisioldgicos que se producen tras el parto y durante la lactacion. Asimismo se podria

relacionar un aumento de la expresion durante el parto con un descenso de los niveles de
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progesterona en sangre. En general no se pudo asociar una diferente respuesta con el origen de la
cepa estudiada, lo que denota la falta de relacion de los resultados con el origen/tropismo del
virus. Los datos demuestran la funcionalidad del HRE en el LTR de MVV sugiriendo la
presencia de uno o varios sitios capaces de responder a estimulacion hormonal (similar a HRE)
enel LTR de MVV.
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