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V1-ANALISIS PRELIMINAR DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR BoHV-4 EN CELULAS
ENDOMETRIALES BOVINAS EN PRESENCIA DE INFECCION NATURAL CON VDVB
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Introduccioén. Los virus han evolucionado y la clave de su éxito
ha sido la capacidad de evadir los sistemas de defensa de la
célula huésped para garantizar replicacion y proliferacion. El
virus de la diarrea viral bovina (VDVB) y el gammaherpesvirus
bovino tipo 4 (BoHV-4) forman parte de los principales
patégenos virales que infectan el Utero del bovino siendo
responsables de enormes pérdidas econémicas. Las
infecciones por BoHV-4 en el endometrio bovino generalmente
se presentan en concomitancia con bacterias Gram negativas.
No obstante, las coinfecciones con otros agentes virales, como
el VDVB, también son comunes. El BoHV-4 posee dos genes
antiapoptaticos (v-Flip y v-Bcl2) e induce la apoptosis de las
células infectadas como finalizacién del ciclo de replicacion
viral. Resultados previos demostraron que la expresion génica
y la replicaciéon de BoHV-4 en células endometriales bovinas
(CEB) se ve afectada por la infeccién natural con una cepa no
citopéatica (NCP) del VDVB. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar como la infeccion natural en CEB con una cepa NCP
de VDVB afecta la apoptosis inducida por BoHV-4 y
lipopolisacarido bacteriano (LPS).

Materiales y métodos. Virus: Cepa 07/435 de BoHV-4.
Células: Cultivos primarios de CEB, segin método propuesto
por Tebaldi et al. (2016). Los cultivos se analizaron para
distintos patégenos de la reproduccion, siendo un cultivo
positivo para el genotipo 1 del VDVB-1 (CEB+VDVB). Se evalu6
apoptosis inducida por los tratamientos BoHV-4 y/o LPS en las
CEB y CEB+VDVB a diferentes tiempos post infeccion (p.i.) (12,
24, 48 hs), mediante la expresion de los transcriptos
antiapoptéticos (v-flip y v-Bcl2) por RT-PCR, y las alteraciones
morfolégicas nucleares con la tincion de DAPI, expresando los
resultados como indice Relativo de Apoptosis (IRA). Se realizd
un analisis de varianza y comparaciones de medias, segun la
prueba de diferencia minima significativa, en aquellos factores
de estudio en donde los efectos fueron significativos (a:0,05).

Resultados. Los ensayos de apoptosis en CEB infectadas con
BoHV4 (+/- LPS) en presencia o ausencia del VDVB mostraron
ausencia de la expresion del gen para v-Bcl2, mientras que los
transcriptos para el gen v-Flip se expresaron en todos los
tratamientos. Cuando se estudio la muerte celular con DAPI, no
se detecto interaccion entre los tratamientos y los tiempos de
lectura sobre el IRA para las CEB+VDVB expuestas al BoVH4,
a LPS y a BoHV-4+LPS; sin embargo, se observo interaccion

entre los niveles de tratamientos y los tiempos de medicion
sobre el IRA cuando las CEB fueron expuestas a BoVH4 y
BoHV-4+LPS. Asimismo, se observo una diferencia significativa
en los valores del IRA obtenidos solo a las 48hs en CEB
expuestas a BoHV-4 y BoHV-4+LPS.

Discusién y conclusidn. Las células que expresan proteinas
tipo v-Flip estan protegidas de la apoptosis inducida por la
activacion de Fas y/o de otros receptores relacionados. Por otra
parte, la expresion del gen antiapoptético v-Bcl2 puede
establecer infecciones persistentes evitando la muerte celular
(apoptosis). La expresion del gen v-Flip y la ausencia de
expresion del v-Bcl2, podrian sugerir que la infeccion por BoHV-
4 induciria la apoptosis en células endometriales mediante la
via de sefializacion mitocondrial. Sin embargo, seran
necesarios posteriores estudios para comprender mejor la via
apoptética involucrada en los cultivos primarios de CEB en
presencia de una coinfeccion viral. A su vez, los valores
obtenidos y la independencia del tiempo de infeccién sobre el
IRA en presencia del VDVB podria estar relacionado con la
estrategia de las cepas NCP-VDVB de evitar la induccién de la
muerte celular. Por lo tanto, la apoptosis inducida por BoHV-4
en células permisivas puede verse alterada en células
primariamente infectadas con VDVB. Este hallazgo podria estar
indicando cambios en las vias de sefializacion y consecuencias
significativas en los procesos de muerte celular in vivo, como
las coinfecciones y persistencia del virus en sus hospedadores
naturales.
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