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TRABAJOS ORIGINALES

APOPTOSIS INDUCIDA POR EL TNF-o. EN CELULAS CRONICAMENTE INFECTADAS
CON EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA FELINA

Eduardo Mortola M. (Dr. Vet.* y Yasuyuki Momoi (D.V.M.)

TNF-o. INDUCED APOPTOSIS IN CELLS CHRONICALLY INFECTED WITH FELINE
IMMUNODEFICIENCY VIRUS

The mechanism by wich Feline Immunodeficiency Virus (FIV) infection kills the cells is called
apoptosis. In this experiment, we induced apoptosis with tumor necrosis factor alfa (TNF-o.)
and assayed the glutathione (GSH) level, in a feline fibroblastic cell line (CRFK), chronically
infected with FIV. Uninfected CRFK cells remained unchanged, while the infected cells showed
morphological changes characteristic of apoptosis and a marked decrease in GSH values.
DNA electrophoretic assay showed the fragmentation of nucleosomal DNA in the infected cells,
indicating the cytocidal effect of TNF-0. In this study, TNF-o. was also found to markedly
decrease the FIV replication, as shown by the reverse transcriptase (RT) assay. This paper
intends to present new information useful for both understanding the pathogenesis of FIV
infection and for developing future cures for this disease.

Palabras claves: Inmunodeficiencia felina, TNF-o. apoptosis.
Key words: TNF-q, feline immunodeficiency virus apoptosis.

INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia felina (FIV) fue
aislado por primera vez en 1986, por Pedersen y col.
(1987) v Yamamoto y col. (1987). De aqui en mas,
este virus ha sido sometido a intensas investigacio-
nes, no s6lo por ser el agente causal de un sindrome
de inmunodeficiencia en gatos, sino por tener muchas
propiedades fisicas y bioldgicas similares con el virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV). FIV ha sido
clasificado dentro de la familia Retroviridae y en la
subfamilia Lentivirus. (Pederson y col., 1987; Yama-
moto y col., 1988; Olmstedt y col., 1989; Talbott y
col., 1989; Steinmann y col., 1990; Egberink, 1991).
Este virus causa en los gatos serias alteraciones en la
inmunidad celular, tal como un deterioro en la pro-
duccién primaria de linfocitos T CD4+ y reduccién
en la respuesta proliferativa secundaria T; estos tras-
tornos se manifiestan rdpidamente luego de la infec-
cién y antes de que los animales enfermos presenten
una marcada T-linfopenia, caracterizada por una in-
version de la relacién CD4+/CDS8, con descenso en el
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mimero de linfocitos T CD4+, y en algunos casos
incremento en el nimero de CD8+ (English y col,,
1993).

La infeccién con FIV causa en la célula un dafio
particular llamado “apoptosis” o muerte celular pro-
gramada, que difiere morfolégica y bioquimicamente
de necrosis (Bishop y col., 1993). Apoptosis también
aparece como un mecanismo celular fisiolégico sui-
cida, que preserva la homeostasis (Gougeon y col.,
1993), y que ocurre como parte del desarrollo de
ciertos procesos inmunorreguladores, incluyendo la
supresién clonal de timocitos autorreactivos en el
desarrollo del timo (Blackman y col., 1990; Egberink
y col,, 1992). La apoptosis requiere de activacién
celular, sintesis proteica y la accién de una endonu-
cleasa end6gena especifica, dependiente del calcio, la
cual causa en la célula una serie de cambios morfol6-
gicos que ocurren en tres etapas. En la primera, hay
una condensacidn de la cromatina, desintegracion del
nucleolo y ruptura de las cadenas de DNA en peque-
fios fragmentos. Reduccidn del volumen total de la
célula, incremento de la densidad celular y compac-
tacién de los organoides citopldsmicos, pero la mito-
condria permanece morfolégicamente normal. En la
segunda fase, hay una desintegracién del nicleo y
citoplasma en pequefios cuerpos apoptdticos, asocia-
do con una répida alteracidn de la membrana plasma-




tica. En la tercera fase, aparece’una siibita degenera-
cién de lo que resta del nicleo y estructuras del
citoplasma (Walker y col., 1988; Wyllie, 1988).

El factor de necrosis tumoral a (TNF-or), parece
jugar un importante rol en la infeccién por HIV. Los
niveles de TNF-at en suero aumentan en enfermos por
HIV (Lahdevirta y col., 1988), y los monocitos de
estos pacientes secretan espontdneamente mas TNF-ot
que los de individuos sanos (Lau y col., 1989). Se ha
demostrado en HIV que el TNF-ot activa la replicacion
de virus latentes en células crénicamente infectadas,
produciendo un efecto citotéxico directo (Matsuyama
y col., 1989; Fong y col., 1990; Poli y col, 1990); sin
embargo, este mecanismo de accién no estd todavia
claramente dilucidado.

Uno de los aspectos patoldgicos de FIV, no direc-
tamente relacionados con la infeccidn viral, sino con
efectos secundarios generados por la respuesta del
huésped, es la inflamacidn crénica de la célula y el
estrés oxidativo que acompatfian a la infeccidn, donde
el TNF-« tiene un rol relevante (Roederer y col,,
1992 y 1993). Ese estrés, contribuye eventualmente a
la pérdida de linfocitos T CD 4+.

Entre los méds importantes sistemas de defensa que
posee la célula contra la oxidacién estd el glutathione
(GSH), un tripéptido formado por acido glutdmico,
cisteina y glicina, que actia removiendo los radicales
oxigeno libres formados a consecuencia de la infec-
cién (De-Vries y col., 1993).

En el presente trabajo, nosotros investigamos en
una linea celular de fibroblastos felinos (CRFK) cré-
nicamente infectada con FIV, la induccién de apop-
tosis por el TNF-a y las variaciones en el nivel de
GSH intracelular. Los resultados aqui expuestos pue-
den brindar una informacién 1til para la comprensién
de la patogenia en la infeccién por FIV.

MATERIALES Y METODOS

Células y cultivos celulares: se utiliz6 una linea
celular de fibroblastos felinos (CRFK) (Crandell y
col., 1973) como control no infectado y células
CRFK crénicamente infectadas con la cepa Petaluma
de FIV (CRFK/FIV), que fueron provistas por el Dr.
T. Ishida (Nippon Veterinary and Animal Science
University). Las células, en una concentracién apro-
ximada de 5x10°/ml, se cultivaron en RPMI 1640
enriquecido con 10% de suero fetal bovino a 37 °Cen
una atmgésfera de 5% de CO».

Citoquinas: el recombinante humano de TNF-a
fue obtenido del Suntory Institite for Biochemical
Research (Osaka, Japan); su pureza, analizada por
SDS-PAGE, fue del 98.6% y su actividad especifi-
ca, confirmada usando células 1.929, fue de 2,8 x
10° U/mg.

Protocolo experimental: células CRFK Y
CRFK/FIV fueron cultivadas por 15 h para su adhe-
sién al frasco; luego el medio de cultivo fue removido
totalmente y reemplazado por medio de cultivo fresco
conteniendo TNF-a en concentraciones de 0,50, 100
y 200 U/ml e incubadas durante 72 h Muestras de
células fueron cosechadas diariamente a fin de: a)
determinar la viabilidad, b) analizar 1a morfologia, c)
medir el nivel de GSH y d) extraer el DNA, Asi
mismo, se recolecté sobrenadante de los cultivos para
determinar la actividad de la enzima transcriptasa
reversa (RT).

Viabilidad y morfologia celular: la viabilidad fue
determinada por la prueba de exclusién del azul de
trypan; para lo cual, una muestra de células fue dilui-
da 1:2 con una solucién al 0,3% de azul de trypan en
PBS. El nimero de células vivas (capaces de rechazar
el colorante) y muertas (capaces de incorporar el azal
de trypan) fue contado por hemocitometria.

La morfologia celular fue analizada por microsco-
pfa dptica, para lo cual las células fueron tefiidas con
una solucién de Giemsa.

Analisis de la enzima viral transcriptasa reversa
(RT): las muestras de los sobrenadantes de los culti-
vos fueron sometidas a centrifugacién a §.000 g por
10 min para eliminar los desechos celulares y luego a
ultracentrifugacion a 100.000 g por 10 min para con-
centrar las particulas virales. Posteriormente, la enzi-
ma RT fue analizada por un test de ELISA (Kit de
ensayo no radiactivo - Boehrinnger Mannheim).

Determinacién de glutathione (GSH): las células
fueron lavadas dos veces con PBS y centrifugadas. El
pellet resultante fue resuspendido en 4cido tricloracé-
tico al 5% y el nivel de GSH medido por el método
desarroliado por Tietze (Tietze, 1969), el cual retiene
concentraciones de GSH por debajo de 100 ng/ml.

Andlisis de la fragmentacién del DNA: aproxima-
damente 5 x 109 células fueron recolectadas por un
suave raspado de los frascos y sin descartar el sobre-
nadante, centrifugadas a 3000 rpm, lavadas 2 veces
con PBS vy el pellets resultante resuspendido en un
buffer de lisis (5 mM de Tris-HCI pH 7,4; 0,5% de
SDS; 2mM de EDTA; 0,5 mg de proteinaza K y 50
1g de RNasa) e incubado durante 3h a S0°C. EIDNA
fue extraido con fenol y cloroformo, precipitado con
etanol, centrifugado a 10.000 rpm y resuspendido en
TE buffer (10 mM Tris-HCL, pH §; 1 mM EDTA, pH
). Para la electroforesis, el DNA fue mezclado con
una solucién de azul de bromophenol en glicerol, y
separado en un gel de agarosa al 2,5% a 50 V por 8 h.

Andlisis estadistico: la interpretacion estadistica de
los resultados fue realizada por el test de t.



RESULTADOS

Viabilidad celular: La viabilidad de fas células CRFK
no sufri6 diferencias significativas a lo largo de 1a expe-
riencia (Figura 1); en contraposicién, como se muestra
en la Figura 2, las células CRFK/FIV bajo el efecto del
TNF-q, presentaron una marcada pérdida de viabilidad
alas 24 h, acrecentdndose a las 48 h y llegando a las 72
h de incubacién con un porcentaje de muerte celular del
56,5% y 68,3% para concentraciones de TNF-o. de 100
y 200 U/ml, respectivamente.

Figura 1. Efecto del TNF-o sobre 1a viabilidad de las células
CRFK
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Morfologia celular: a la vista del microscopio ép-
tico, las células CRFK/FIV bajo la influencia del
TNF-«, presentaron una reduccién de tamafio y pér-
dida de adhesién a la superficie del frasco de cultivo.
En los preparados tefiidos con Giemsa (Foto 1) se
pudo observar los cambios morfoldgicos propios de
la apoptosis como condensacién de la cromatina nu-
clear, vacuolizacién citoplasmética y formacién de
vesiculas en el citoplasma conteniendo condensacio-
nes de cromatina. Algunas de estas células presenta-
ron tumefaccion, propia de una necrosis secundaria.

Actividad de la enzima RT: la Figura 3 muestra la
replicacién viral medida a través de la actividad de la
enzima RT, en las células CRFK/FIV bajo el efecto del
TNF-o. Los valores correspondientes a la enzima RT
experimentaron un marcado descenso, entre 40,3 y
69,2%, dependiendo de la dosis de TNF-¢. empleada.

Nivel de GSH intracelular: en las células CRFK
crénicamente infectadas con FIV el nivel basal de
GSH disminuyé en 40,9% con respecto al control no
infectado. La presencia del TNF-a en los cultivos
provocd un descenso aiin mas marcado de los niveles
de GSH (57,5; 63,6 y 71,2% para concentraciones de

Figura 2. Efecto del TNF-a sobre la viabilidad de las células
CRFK/FIV
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TNF-a de 50, 100 y 200 U/ml, respectivamente)
(Figura 4).

Fragmentacion del DNA: la electroforesis en gel de
agarosa del DNA de las células infectadas luego del
cultivo por 24 h en presencia del TNF-a, reveld la
fragmentacién del DNA en bandas de 180 a 200 bp
que ocurre en el proceso de apoptosis, mientras que
en los controles sin la influencia del TNF-¢, no se
observé ninguna alteracién (Foto 2).

DISCUSION

Como en la infeccién por HIV, la infeccién por FIV
estd asociada a una disminucién progresiva en el
nimero de linfocitos T CD4+, y la apoptosis es un

Foro 1. Tincién con Giemsa de Células CRFK/FIV bajo el efecto
del TNF-0, que muestra los cambios morfol6gicos tipicos de la
apoptosis.




Figura 3. Actividad de la enzima Reversa Transcriptasa
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posible mecanismo responsable de esta deplecién en
la inmunodeficiencia del gato. Si bien, las células T
CD4+ felinas son altamente susceptibles a la infec-
cién por FIV, el virus infecta también linfocitos
CD8+ y CD4-, como también linfocitos B, macréfa-
gos, astrocitos, células de la corteza renal, etc.
(Brown y col., 1991; Yamamoto y col., 1988). Asi, a
diferencia de HIV el receptor celular para la glicopro-

Figura 4. Nivel de (GSH) intracelular

a) CRFK; b) CRFK/FIV; ¢) CRFK/FIV/TNF50; d) CRFK/FIV/TNF100;
e) CRFK/FIV/TNF200
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Foto 2. Analisis del DNA en gel de agarosa de células CRFK (linea
1); CRFK/FIV (linea 2); CRFK/FIV en presencia del TNF-o en
concentraciones de 100 y 200 U/ml (Iineas 3 y 4, respectivamente).

tefna gp 120 de FIV no es necesariamente la molécula
CD4+; receptores no CD4 han sido recientemente
identificados, los cuales estarian relacionados con
una proteina de superficie de 24 kilodaltons (Hosie y
col., 1993).

La apoptosis es un mecanismo de dafio y muerte
celular donde la activacién de una enzima endonu-
cleasa endégena en las células apoptdticas produce la
ruptura del DNA en multiples fragmentos de aproxi-
madamente 200 bp (Wyllie y col., 1980; Wyllie y
col., 1984; Duke y col., 1983), mientras la célula
continda viviendo (Shi y col., 1990). En el presente
estudio, a juzgar por el test de exclusion del azul de
trypan, hemos hallado que 1a fragmantacién del DNA
en las células CRFK infectadas con FIV ocurri6 antes
de la muerte celular y sus cambios morfolégicos
corresponden a los predeterminados para la apopto-
sis.

Bishop y col. encontraron que los PBMC (mono-
citos de sangre periférica) de gatos infectados con
FIV, reducen notablemente la viabilidad ir vitro, des-
arrollan apoptosis y mueren espontdneamente sin
ningtin estimulo externo, tal como ocurre en indivi-
duos infectados por HIV. En nuestros estudios, por
tratarse las células CRFK de una linea celular estable-
cida y adaptada a sobrevivir infectada con la cepa
Petaluma de FIV, necesita del estimulo de una citoki-
na como el TNF-o para desarrollar apoptosis y su
consecuente muerte celular.

Una marcada diferencia entre el nivel de GSH de
las células sanas e infectadas con FIV bajo la influen-



cia del TNF-o, nos sugiere que la actividad del virus
vencid la proteccién intracelular ejercida por el GSH
para remover los radicales oxigeno libres formados
dentro de la célula, con una alteracién en su sistema
de regulacién que contribuye a su disfuncién y even-
tual apoptosis.

El bajo nivel de GSH que presentan las células
infectadas potencia la sensibilidad al TNF-c, €l cual
tiene un efecto estimulador directo sobre la actividad
viral, incrementando la susceptibilidad a la oxidacién
(Kalebic y col., 1991).

El TNF-a no produjo ningin efecto sobre las cé-
lulas CRFK, pero si llegd a vencer la proteccidn
ejercida por el GSH, desarrollando apoptosis en aque-
llas infectadas crénicamente con FIV cuando se em-
pled en concentraciones de 100 y 200 U/ml; conse-
cuencia andloga al tratamiento con TNF-tt en células
crénicamente infectadas con HIV, en donde ademads
favorecié la replicacién viral (Matsuyama y col.,
1989). En nuestro trabajo, si bien hubo una reactiva-
¢ién viral y un marcado efecto citotéxico luego de la
incorporacién del TNF-q, el nivel medio de laenzima
RT en los sobrenadantes de los cultivos presentd un
significativo descenso (con respecto a los controles
infectados sin la influencia del TNF-at), que se asocia
a una ausencia de replicacidn viral, debido a que las
células mueren rapidamente por apoptosis.

El mecanismo que emplea el TNF-o para llevar a
la célula a la apoptosis no ha sido totalmente dilucida-
do, pero recientes hallazgos (Evan y col., 1992; Hoc-
kenberry y col., 1990; Yonish-Rouach y col., 1991),
indican que varios genes celulares como son bcl-2,
p53, y c-myc estdn asociados con la apoptosis, y la
sensibilidad del TNF-a a las células CRFK/FIV estd
asociada con modulaciones de estos genes debidas ala
infeccién por el virus. Tampoco esté totalmente acla-
rado ¢cémo el TNF-a destruye selectivamente por
apoptosis a las células infectadas sin afectar a las no
infectadas; pero en trabajos experimentales realizados
(Ohno, 1993) se ha hallado que células CRFK no
infectadas se tornan sensibles al TNF-a cuando se las
somete al tratamiento con ciertos antibiéticos, lo que
nos sugiere la existencia de un receptor para el TNF-ot
tanto en células CRFK infectadas como no infectadas.
Ademds, dobles cadenas de RNA aumentan la sensi-
bilidad de las células al TNF-a provocédndoles su
muerte (Gromkowski y. col., 1990). Por lo que podria-
mos especular que el RNA del virus podria estar aso-
ciado con la sensibilidad al TNF-a de las células
CRFK infectadas.

Recientemente se ha reportado que el nivel de
TNF-o en el suero de pacientes con SIDA es signifi-
cativamente mds alto que en personas sanas (Lahde-
virta y col., 1088). Asi mismo, cuando los linfocitos
de sangre periférica de pacientes con SIDA son culti-
vados in vitro, producen niveles mds altos de TNF-o.

que los de personas sanas (Ratner y col., 1987). Tam-
bién, el TNF-0 puede ser producido por macréfagos
bajo diferentes estimulos, incluyendo la infeccion
viral (Beutler y col., 1987). Asi, en portadores de HIV,
cuando son infectados por algin virus o inmunoldgi-
camente estimulados, podrian producir TNF-q, éste
atacarfa las cé€lulas T infectadas con HIV elimindndo-
las, 1o que agravaria la deplecién de linfocitos T y por
lo tanto la inmunodeficiencia (Matsuyama y col.,
1989). En esta experiencia, 1a induccién de apoptosis
por TNF-a en células CRFK crénicamente infecta-
das, nos sugiere que en gatos con FIV, esta citokina
inducida por la misma infeccién podria matar por
apoptosis a los linfocitos T infectados, incrementan-
do la inmunodeficiencia del paciente.

El presente trabajo tiende a desarrollar dreas para
el estudio de los mecanismos por los cuales el FIV
induce apoptosis, y su rol en la progresién de la
inmunodeficiencia, lo que podria ser de gran ayuda
para comprender la patogénesis, no sélo de la infec-
cién por FIV, sino también de la infeccién por HIV
del humano, asi como para el potencial desarrollo de
vacunas contra estos agentes.

RESUMEN

El mecanismo por el cual el virus de la inmunodefi-
ciencia felina (FIV) causa la muerte celular es deno-
minado apoptosis. En este trabajo nosotros inducimos
apoptosis con el uso del tumor de necrosis factor alfa
(TNF-) y analizamos el nivel de glutathione (GSH)
en una linea celular de fibroblastos felinos (CRFK)
crénicamente infectada con FIV. Las células no in-
fectadas permanecieron sin sufrir variacién, mientras
que las infectadas mostraron un marcado descenso en
el nivel de GSH y cambios morfoldgicos tipicos de la
apoptosis. El andlisis por electroforesis del DNA
mostré fragmentacién del mismo en pequeiias porcio-
nes, indicando el efecto citotoxico del TNF-o. en
células portadoras del virus. Este también provocd, a
juzgar por la medicién de la enzima transcriptasa
reversa (RT), un descenso marcado en la replicacién
viral. Este trabajo tiende no s6lo a clarificar la pato-
génesis, de la infeccién por FIV, sino también a brin-
dar informacidn para futuras terapias contra esta en-
fermedad.
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