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La presente Tesis Doctoral está organizada según el modelo sugerido por la Comisión 

de Doctorado del Departamento de Producción Agraria de  la Universidad Pública de 

Navarra. De esta manera, los resultados obtenidos durante la realización de la misma 

se agrupan en capítulos, que se corresponden con  los artículos científicos a  los que 

han dado o darán lugar el desarrollo de los objetivos planteados. 

Así,  cada  capítulo  contiene  su  propio  resumen,  una  introducción  específica,  la 

descripción  de  los  materiales  y  métodos  utilizados,  los  resultados  obtenidos,  la 

discusión de los mismos y por último, la bibliografía que le corresponde. Por lo tanto, 

cada  capítulo  agrupa  la  información  necesaria  relacionada  al  tema  que  en  él  se 

desarrolla permitiendo su lectura de manera independiente al resto de los capítulos. 

Este documento incluye además distintos apartados: (i) un resumen en español y un 

summary en  inglés;  (ii) una  introducción general en  la que  se describen de manera 

más  amplia  los  lentivirus  de  pequeños  rumiantes  y  los  factores  de  restricción 

celulares,  concretamente  la  familia APOBEC3;  (iii)  los objetivos planteados;  (iv) una 

discusión  global  respecto  a  los  proyectos  futuros  de  la  investigación;  y  (v)  las 

conclusiones finales obtenidas durante el presente trabajo de investigación. 
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RESUMEN 

Los  lentivirus  de  pequeños  rumiantes  (SRLV),  que  incluyen  al  virus 

Visna/Maedi  (VMV)  y  al  de  la  artritis  encefalitis  caprina  (CAEV),  infectan  ovejas  y 

cabras distribuidas por todo el mundo causando un cuadro multisistémico que afecta 

articulaciones, pulmones, glándula mamaria y sistema nervioso central. Las pérdidas 

derivadas  de  la  infección  van  desde  el  aumento  en  la  tasa  de  reposición,  a  un 

descenso en las producciones animales o en el valor comercial del rebaño. Aunque la 

enfermedad  causada  por  los  SRLV  es  de  carácter  lento  y  generalmente  afecta  a 

pulmones  y  glándula  mamaria  en  nuestro  país,  se  han  descrito  brotes 

epidemiológicos  causantes  de  artritis  y  encefalitis  en  ovinos  que  afectan  un  gran 

número de animales, causando pérdidas directas. 

En  la  actualidad  existen  5  genotipos  descritos  (A‐E)  que  presentan  una  alta 

variabilidad genética y biológica. Los genotipos A y B a los que pertenecen las estirpes 

clásicas de VMV y CAEV respectivamente, están distribuidos mundialmente, mientras 

que los genotipos C y E están restringidos a zonas geográficas concretas.  

En ausencia de  tratamientos o vacunas  totalmente protectoras,  las medidas 

de control se basan en  la detección temprana de animales  infectados y su posterior 

eliminación  del  rebaño.  Tras  la  infección,  los  animales  infectados  desarrollan  una 

respuesta de anticuerpos que, si bien no es capaz de eliminar el virus, es  indicadora 

de  la  infección.  Así,  empleando  métodos  de  detección  serológica  podemos 

diagnosticar la infección indirectamente. Los métodos más eficaces hasta el momento 

son  los  ELISAs  basados  en  proteínas  recombinantes  y  péptidos  sintéticos.  Sin 

embargo,  los  métodos  disponibles  en  el  comercio  están  diseñados  teniendo  en 

cuenta  una  única  estirpe  viral,  que  sumado  a  la  alta  variabilidad  antigénica  de  los 

SRLV, hace que las medidas disponibles fallen a la hora de controlar todo el espectro 

antigénico presente. 

La organización genómica de los lentivirus está bastante conservada entre los 

miembros del género. Así, a  los genes estructurales gag, pol y env   encargados de 

codificar proteínas de la cápside, proteínas para la replicación del material genético e 

integración  y  las proteínas de  la  envoltura,  respectivamente, hay que  sumarles  los 
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accesorios  vpr,  rev  y  vif  en  el  caso  de  los  SRLV,  todos  ellos  flanqueados  por  el 

regulador de la transcripción viral, la región LTR. 

En  la  patogénesis  de  las  enfermedades  lentivirales  es  esencial  conocer  las 

interacciones  entre  el  virus  y  el  hospedador  que  determinan  el  tropismo  y  el 

desarrollo de los síntomas. Los factores virales incluyen las proteínas de la envoltura, 

encargadas  de  unirse  al  receptor  celular  y  la  región  LTR  encargada  de  regular  la 

actividad  transcripcional.  Los  factores  del  hospedador  son  más  diversos  ya  que 

pueden incluir todo el fondo genético de una raza o una población determinada capaz 

de  restringir  la  replicación  viral  de manera  efectiva. Uno  de  los  pasos  clave  en  el 

establecimiento  de  la  infección  es  la  superación  de  las  barreras  de  la  inmunidad 

innata, que  reconocen directamente determinantes virales e  inducen  la eliminación 

del patógeno mediante factores de restricción como APOBEC3. 

La caracterización genética y virológica de las estirpes implicadas en los brotes 

epidemiológicos  de  artritis  y  encefalitis,  puede  aportar  hallazgos  esenciales  en  el 

conocimiento de la relación entre la secuencia genética de los aislados y la capacidad 

para establecer la infección en un tejido determinado. Por otro lado, componentes de 

la inmunidad innata del hospedador capaces de inhibir la replicación viral pueden ser 

también determinantes del tropismo.  

Por todo ello en esta tesis nos planteamos los siguientes estudios: 

a) Aislamiento  y  caracterización  genética  de  estirpes  implicadas  en  el  brote

artrítico. En España se han detectado los primeros casos de artritis en ovinos

aunque hasta el momento  las secuencias encontradas  tanto en ovinos como

en caprinos son del tipo virus Visna/Maedi (VMV). Teniendo en cuenta que la

artritis  es  un  signo más  abundante  entre  cabras  infectadas,  es  importante

determinar si  la secuencia genética del virus  implicado en  la artritis ovina es

similar  al  virus  de  la  artritis  encefalitis  caprina  (CAEV).  Las  secuencias

encontradas  en  los  animales  afectados  se  agrupaban  en  el  genotipo  B2  de

SRLV (tipo CAEV), sugiriendo una posible asociación entre el grupo genético y

la patología  inducida. Además,  se obtuvo un aislado cuyo genoma completo

semejaba las estirpes de CAEV siendo sólo la integrasa de tipo VMV. Aunque la
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región LTR no contenía repeticiones y una deleción en la región R, propuestas 

como  atenuantes  de  la  replicación,  el  fenotipo  observado  en  cultivos  de 

fibroblastos  de  piel  ovinos  fue  rápido/alto.  El  estudio  de  este  brote 

epidemiológico representa la primera descripción de secuencias de tipo CAEV 

en ovinos así como la primera estirpe aislada de SRLV en España.  

b) Aislamiento y caracterización genética de estirpes implicadas en el brote de

encefalitis.  Se  ha  descrito  un  brote  extenso  en  ovinos  caracterizado  por  la

presencia  de  síntomas  neurológicos  en  España.  No  se  conocen  las

características de  los virus  implicados y tampoco se dispone de herramientas

diagnósticas específicas para dicho brote. Los animales presentaron  lesiones

en  la médula  espinal,  hecho  diferencial  del  brote,  de  los  que  aislamos  una

estirpe representativa. Las secuencias obtenidas fueron asignadas al genotipo

A2/A3 al que pertenecen otras estirpes causantes de encefalitis. La región LTR

carecía de repeticiones pero la actividad transcripcional en fibroblastos ovinos

resultó ser alta. Sin embargo, los estudios in vitro revelaron que la producción

viral fue  lenta/baja en fibroblastos ovinos pero alta en macrófagos derivados

de  monocitos  sanguíneos.  Así,  parece  que  la  replicación  viral  no  puede

deducirse de la actividad transcripcional del LTR y su asociación puede no ser

correcta. Un análisis de los epitopos inmunodominantes de la envoltura de los

SRLV  implicados  en  el  brote  y  de  otros  descritos,  condujo  al  diseño  de  un

péptido  sintético  con  el  que  desarrollamos  un  ELISA  capaz  de  detectar  los

animales afectados por el brote de encefalitis, pero no los afectados por otras

formas  de  la  enfermedad.  Así  generamos  una  herramienta  diagnóstica

específica de  interés epidemiológico para controlar  la diseminación de estas

estirpes altamente patogénicas.

c) Caracterización  de  la  restricción  de  los  SRLV  por  APOBEC3.  Los  factores

intrínsecos  de  la  inmunidad  innata  incluyen  la  apolipoprotein  B  editing

enzyme catalytic polypeptide‐like 3  (APOBEC3) que  inhibe  la replicación viral

por diferentes mecanismos,  incluyendo  la desaminación de citosinas del DNA

viral. Los ovinos contienen tres genes APOBEC3 que codifican cuatro proteínas
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(A3Z1, A3Z2, A3Z3, A3Z2Z3) con características antivirales aún desconocidas. 

Empleando  monocitos  y  macrófagos  derivados  de  monocitos  sanguíneos, 

caracterizamos en este trabajo un descenso acusado en la expresión de A3Z1 

que coincide con un aumento significativo de la replicación viral. El análisis de 

los transcritos de A3Z1 reveló  la presencia de variantes derivadas de splicing 

(A3Z1Tr)  que  carecían  del  dominio  citidín  desaminasa,  responsable  de  la 

actividad  enzimática.  Células  homólogas  (fibroblastos  ovinos)  transfectadas 

con A3Z1 mostraron una reducida producción viral tras  la  infección con SRLV 

en  comparación  con  A3Z1Tr.  A  pesar  de  ello,  no  se  encontraron  signos 

evidentes de desaminación en las secuencias virales obtenidas. Se detectaron 

variantes derivadas de  splicing equivalentes en células humanas y de mono, 

generalizando la presencia de proteínas A3 truncadas derivadas de splicing en 

primates. La restricción global mediada por A3Z1 podría estar regulada por la 

expresión génica de  isoformas  truncadas derivadas de  splicing que  carezcan 

del dominio citidín desaminasa.  
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SUMMARY 

Small  ruminant  lentiviruses  (SRLV)  include  Visna  Maedi  virus  (VMV)  and 

caprine  arthritis  encephalitis  virus  (CAEV),  infect  sheep  and  goats  and  are widely 

distributed around  the world causing a multisistemic disease of carpal  joints,  lungs, 

mammary  gland  and  central  nervous  system.  Losses  derived  from  SRLV  infection 

range  from  increased  reposition  rates  in  affected  flocks  to  decreased  animal 

production  and  low  commercial  value  of  the  flock.  SRLV‐induced  disease  is  a  slow 

process that affects mainly lungs and mammary gland in sheep from Spain, however 

new epidemiological outbreaks of arthritis and encephalitis  in sheep have affected a 

high number of animals causing direct losses. 

Currently, 5 genotypes (A‐E) have been described showing a high genetic and 

biological  variability.  Genotypes  A  and  B  include  classic  VMV  and  CAEV  strains 

respectively,  and  are  widely  distributed  whereas  genotypes  C  and  E  are 

geographically restricted. 

In  the  absence  of  treatments  or  protective  vaccines,  control measures  are 

based  on  early  detection  of  infected  animals  and  culling.  After  infection,  animals 

develop  an  antibody  response  unable  to  control  viral  replication,  but  indicative  of 

viral  infection. Thus, through the application of serological methods  infection can be 

detected. The most currently used method  is ELISA based on  recombinant proteins 

and/or  synthetic peptides. However,  available  tools  are designed on  the basis of  a 

single  strain  that,  together  with  the  high  variability  present  in  SRLV  hinder  the 

detection of the whole SRLV antigenic spectrum. 

Lentiviral genomic organization  is quite  conserved among viruses within  the 

genus. Thus, structural genes gag, pol and env encode capsid proteins, proteins that 

replicate  and  integrate  viral  genome  and  envelope  proteins,  respectively,  plus 

accessory genes vpr, rev and vif in the case of SRLV, all of them flanked by the LTR as 

transcription regulator. 

Host‐virus  interactions are essential  in  the development of  lentiviral‐induced 

pathogenesis finally determining tropism and disease onset. Viral factors include Env 

proteins  that mediate binding with  cellular  receptor, and  the  LTR  region due  to  its 
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control of transcriptional activity. Host factors may include all the genetic background 

belonging  to  a  specific breed or  animal population  able  to  restrict  viral  replication 

efficiently.  Transgression  of  innate  immune  barriers  responsible  for  the  direct 

recognition  and  elimination  of  the  pathogen,  such  as  APOBEC3,  is  one  of  the  key 

steps to overcome in the establishment of infection.  

Genetic and virological characterization of the strains involved in the arthritic 

and  encephalitic  outbreaks may  provide  new  insights  in  the  association  between 

genetics and  the ability  to establish a  tissue  targeted  infection. On  the other hand, 

innate  immunity  restriction  factors,  able  to  inhibit  viral  replication,  are  also 

determinants of viral tropism. 

Therefore in this Thesis the following studies were conducted: 

a) Isolation and genetic characterization of SRLV strains involved in the arthritic

outbreak.  In  Spain  the  first  cases  of  arthritis  in  sheep  have  been  reported

being sheep and goat sequences described so far from the Visna/maedi group.

Taking  into account that arthritis  is a common sign  in SRLV‐infected goats,  it

becomes important to determine whether the viral genetic sequence involved

in the development of ovine arthritis is closely related to the caprine arthritis

encephalitis  virus  (CAEV).  Sequences  found  in  affected  animals  of  the

outbreak  grouped  within  genotype  B2,  suggesting  a  potential  association

between genetic group and  induced pathology. An  isolate was obtained and

its  complete  sequence  clustered  closely  related  to  CAEV,  except  for  the

integrase  that was more  similar  to VMV. LTR  region did not contain  repeats

and presented a deletion in R region, both traits proposed as relievers of viral

replication, but phenotype  in cultured sheep skin  fibroblasts was  rapid/high.

The arthritic outbreak represents the first description of CAEV‐like sequences

as well as the first isolate of SRLV in Spain.

b) Isolation  and  genetic  characterization of  SRLV  involved  in  the  encephalitis

outbreak. An extended outbreak in sheep characterized by the appearance of

neurological  signs  has  been  described  in  Spain.  Viruses  involved  in  the

outbreak  are  unknown  and  specific  diagnostic  tools  unavailable.  Animals
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presented  lesions  in  the  spinal  cord,  a  differential  feature  of  this  outbreak, 

from which  a  representative  strain was  isolated.  Sequences  obtained were 

grouped  in  the  genotype  A2/A3  related  to  other  SRLV  strains  causing 

encephalitis.  LTR  region  did  not  present  repeats,  but  transcriptional  activity 

was  high  in  ovine  fibroblasts.  However,  in  vitro  studies  revealed  that  viral 

production  was  slow/low  in  fibroblasts,  but  high  in  monocyte‐derived 

macrophages.  Thus,  viral  replication  cannot  be  deduced  from  the  LTR‐

transcriptional activity. Analysis of  immunodominant epitopes within the Env 

protein present  in animals from the outbreak and others previously obtained 

led to the design of a synthetic peptide. The ELISA derived from this peptide 

was able  to detect specifically animals affected by  the encephalitis outbreak 

and  not  those  affected  with  other  signs  of  the  infection.  Thus,  a  specific 

diagnostic  tool  was  generated  with  epidemiological  interest  to  control 

especially pathogenic strains. 

c) Characterization of the SRLV restriction by APOBEC3.  Intrinsic factors of the

innate immune response include the apolipoprotein B editing enzyme catalytic

polypeptide‐like  3  (APOBEC3)  that  inhibits  viral  replication  by  different

mechanisms  including  cytidine deamination  in  the  viral DNA.  Sheep  contain

three APOBEC3 genes that encode 4 proteins (A3Z1, A3Z2, A3Z3, A3Z2Z3) with

antiviral characteristics so  far unknown. Using monocytes and blood derived

macrophages, we  have  characterized  in  this  study  a  sharp  decreased  A3Z1

expression  together  with  a  significant  increased  viral  replication.  A3Z1

transcripts  analysis  revealed  the  presence  of  splicing  variants  (A3Z1Tr)  that

lacked  the  cytidin‐deaminase motif,  responsible  for  the  enzymatic  activity.

Homologous cells (ovine fibroblasts) transfected with A3Z1 showed a reduced

production of virus after SRLV infection compared with A3Z1Tr. However, viral

obtained sequences were not widely edited. Equivalent splicing variants were

also  found  in  human  and  monkey  cells  generalizing  the  presence  of  A3

truncated spliceoforms in primates. Global restriction exerted by A3Z1 may be
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regulated  by  the  expression  of  truncated  spliceoforms  lacking  citidin‐

deaminase motif. 
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INTRODUCCIÓN 

1. LENTIVIRUS

El  género  Lentivirus  pertenece  a  la  familia  Retroviridae  caracterizada  por

retrotranscribir  el  RNA  viral monocatenario  a  DNA  de  doble  cadena,  gracias  a  la 

acción  de  la  enzima  retrotranscriptasa  (RT).  Los  miembros  de  este  género  se 

distribuyen en dos grupos, atendiendo al  tropismo  celular y al  tipo de enfermedad 

que  provocan.  Por  un  lado  se  encuentran  los  lentivirus  que  se  replican  tanto  en 

linfocitos  como  en  macrófagos,  causando  un  síndrome  de  inmunodeficiencia 

adquirida y una enfermedad que afecta a pulmones, sistema nervioso central (SNC) y 

tracto  gastrointestinal.  A  este  grupo  pertenecen  los  virus  de  la  inmunodeficiencia 

humana 1 y 2 (HIV‐1, HIV‐2), el virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV) y el virus 

de la inmunodeficiencia felina (FIV). Los lentivirus del otro grupo infectan macrófagos 

pero  no  linfocitos,  causando  una  enfermedad  caracterizada  por  la  afección  del 

sistema  retículo  endotelial,  pulmón,  SNC,  articulaciones  y/o  glándula mamaria,  sin 

provocar  un  síndrome  de  inmunodeficiencia  clásico  que  conlleve  una  severa 

depleción  linfocitaria  en  sangre.  A  este  segundo  grupo  pertenecen  el  virus  de  la 

inmunodeficiencia bovina  (BIV), el virus de  la anemia  infecciosa equina  (EIAV) y  los 

lentivirus de pequeños rumiantes (SRLV). 

En Europa,  los SRLV son endémicos en el ganado ovino y caprino y su efecto 

económico  ha  sido  muchas  veces  subestimado  ya  que  depende  de  factores 

relacionados  con  la  susceptibilidad  de  la  raza  y  del  individuo,  el  sistema  de 

producción, las prácticas ganaderas, el entorno y la edad de reposición [1, 2]. Pero es 

innegable  que  causa  importantes  pérdidas  económicas  a  través  del  desvieje 

prematuro debido a la reducción de la productividad animal, así como la disminución 

de  la  fertilidad, del número de corderos, del peso al nacer y en el engorde y de  la 

calidad de  la carne  [3, 4]. Provoca también un menor rendimiento en  la producción 

de  leche, alrededor del 10%, además de afectar a su calidad ya que contiene menos 

grasa, lactosa y extracto seco así como un alto porcentaje de células somáticas [2, 5, 

6]. Además, los animales enfermos por SRLV no son capaces de montar una respuesta 

inmune de recuerdo frente a los patógenos [7], con el consiguiente riesgo de contraer 
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infecciones  secundarias  que  aumentan  la mortalidad.  Asimismo,  la  exportación  de 

ganado  a  otros  países  se  ve  también  afectada,  ya  que  muchos  de  ellos  exigen 

certificados de ausencia de virus o de patologías asociadas a  la  infección por SRLV, 

valorizando  los  rebaños  certificados  libres  de  SRLV  y  devaluando  los  rebaños 

infectados [8].  

Los  SRLV  engloban  al  virus  Visna‐maedi  (VMV)  y  al  virus  de  la  artritis 

encefalitis  caprina  (CAEV), que  fueron  inicialmente descritos de manera diferencial 

atendiendo  a  la  especie  afectada,  ovinos  y  caprinos  respectivamente,  pero  que 

debido a la proximidad filogenética y a la transmisión natural de los virus entre ovejas 

y  cabras,  hoy  forman  un  único  grupo  genético  [9,  10].  El VMV  fue  el  primer  virus 

descrito causante de las llamadas infecciones lentivirales. Fue aislado por Sigurdsson 

en 1957 [11], durante  la epidemia de enfermedades  lentas que azotó Islandia en  los 

años cuarenta, tras  la  importación desde Alemania de veinte ovinos de raza Karakul 

para la mejora de la producción. La epidemia provocó la pérdida de 150.000 animales 

afectados  y  el  sacrificio  de  otros  600.000.  La  enfermedad  causada  por  CAEV  y  su 

etiología retroviral se describieron en Estados Unidos en 1974 por Cork [12] y el virus 

fue aislado en 1980 [13]. 

La  distribución  de  los  SRLV  es  universal.  En  España  fueron  Badiola  y 

colaboradores los que describieron el virus por primera vez en los años ochenta [14] y 

su presencia se ha detectado allá donde se ha estudiado. Estudios que comprenden la 

zona  sur  de Navarra  y  La Rioja  [15],  Euskadi  [16]  y  León  [17]  revelan  prevalencias 

entre  96  y  100%  en  rebaños,  y  entre  40  y  66%  en  individuos,  lo  que  hace 

prácticamente imposible encontrar algún rebaño sin individuos seropositivos [18]. 

Además,  los  cuadros  clínicos  observados  son  diferentes  dependiendo  de  la 

zona  de  estudio.  Tradicionalmente,  las  sintomatologías más  frecuentes  han  sido  la 

mamaria  y  respiratoria  [19],  aunque  en  la  última  década  se  han  descrito  formas 

articulares en Aragón [20] y nerviosas en León [17]. 
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1.1. ESTRUCTURA y GENOMA 

El genoma de los lentivirus está protegido por la nucleocápside (NC), que a su 

vez está  rodeada de  la  cápside  (CA)  y  la matriz proteica  (MA).  El  virión posee una 

envoltura  exterior  lipídica  procedente  de  la membrana  plasmática  celular,  donde 

están  embebidas  las  glicoproteínas  de  la  envoltura  viral  (Env)  formadas  por  las 

subunidades transmembrana (TM) y de superficie (SU). En la NC, además del genoma 

se encuentran proteínas virales asociadas como la retrotranscriptasa (RT), la proteasa 

(PR) y la integrasa (IN) (Figura 1a). 

El genoma está constituido por dos cadenas positivas monocatenarias de RNA 

idénticas  de  entre  8  y  9,5  Kb.  Básicamente  todos  los  lentivirus  presentan  una 

organización  genómica  similar, donde  se encuentran  tres  genes estructurales  (gag, 

pol y env) y de tres a seis genes accesorios dependiendo de  la especie: vif, vpr‐like y 

rev presentes en SRLV (Figura 1b); y además vpu, tat, nef y vpx en HIV. En  la  forma 

proviral,  el  genoma  está  flanqueado  por  una  región  repetida  no  codificante, 

denominada  Long  Terminal  Repeat  (LTR).  Pasamos  a  describir  en  detalle  dichos 

genes: 

a) env  (envelope):  codifica  glicoproteínas  que median  la  unión  con  el  receptor

celular.  A  partir  de  un  precursor  único,  se  sintetiza  la  proteína  que  tras  ser

digerida por proteasas celulares dará  lugar a  las  subunidades  transmembrana

(TM  o  gp46)  y  de  superficie  (SU  o  gp135).  La  proteína  Env  expresada  en  la

membrana  de  células  infectadas  es  capaz  de  unirse  a  receptores  de  células

sanas  provocando  la  fusión  de  ambas  y  permitiendo  la  propagación  de  la

infección sin necesidad de producir partículas virales completas [21, 22]. Dicha

fusión  celular  origina  in  vitro  el  efecto  citopático  característico  de  las

infecciones por SRLV, es decir, la formación de sincitios o células multinucleadas

de entre 5 y 30 núcleos. El reconocimiento del receptor celular por parte de la

proteína  Env  la  convierte  en  un  factor  determinante  del  tropismo  y  la

patogénesis de los SRLV [23, 24].

b) gag (group specific antigen): codifica una única poliproteína, p55, que tras ser

digerida  por  la  proteasa  viral  produce  las  proteínas  estructurales  de  la
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nucleocápside (NC o p14), cápside (CA o p25) y matriz (MA o p17). La proteína 

más  abundante  del  virión  es  la  p25,  y  es  relevante  desde  el  punto  de  vista 

diagnóstico  ya que  forma el  core hidrofóbico del  virus  induciendo una  fuerte 

respuesta  humoral.  Además  p25  está  relativamente  conservada  entre  los 

genotipos de SRLV, lo que favorece la detección de anticuerpos por reactividad 

cruzada [25]. 

c) pol (polymerase): codifica enzimas que ejercen su actividad en distintos puntos

del ciclo viral. La  retrotranscriptasa  (RT)  sintetiza una doble cadena de DNA a

partir del RNA viral monocatenario. Además, durante este proceso degrada  la

hebra de RNA del híbrido RNA/DNA y elimina el cebador tRNA Lys‐3 a través de la

activididad RNAasa H. La proteasa (PR) madura el precursor proteico de Gag en

las  tres  proteínas  estructurales;  y  la  integrasa  (IN)  se  encarga  de  activar  los

extremos  de  los  transcritos  reversos,  retirando  dos  o  tres  nucleótidos  del

extremo  3’  de  cada  cadena  mediante  un  proceso  que  se  denomina

procesamiento 3’, preparando así el DNA viral para la integración. En el núcleo,

la  integrasa cataliza  la reacción de transferencia de cadenas por  la que el DNA

viral queda  ligado covalentemente al DNA cromosómico, forma que se conoce

como provirus. Por último,  la dUTPasa hidroliza dUTP a dUMP,  importante en

células  que  no  se  dividen,  como  los mácrófagos  diana  de  los  SRLV,  porque

poseen  una  alta  ratio  de  dUTP:dTTP  en  el  pool  de  nucleótidos  que  puede

resultar en  la  incorporación errónea de uracilos en  la  retrotranscripción  [26].

Sin  embargo,  lentivirus  como  HIV‐1  carecen  de  dUTPasa  y  son  capaces  de

originar una infección productiva en macrófagos.

d) vif (viral infectivity factor):  la proteína codificada por este gen es esencial para

la  replicación  de HIV‐1  en  linfocitos  pero  no  en  líneas  celulares  como HeLa,

COS7 o 293T  [27, 28]. También  se ha observado que Vif es necesaria para  la

replicación de HIV‐2 [29], SIV [30], FIV [31, 32], CAEV [33, 34] y VMV [35] en las

células  diana  naturales  tanto  in  vivo  como  in  vitro.  La  proteína  Vif  evita  la

incorporación en las partículas virales del factor de restricción celular APOBEC3

(A3)  [36]  presente  en  las  células  no  permisivas.  Vif  se  une  al  factor  de
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restricción  A3  y  al  complejo  E3  ubiquitina  ligasa  induciendo  la 

poliubiquitinización de A3 y  su posterior degradación vía proteasoma  [37].  La 

proteína Vif está constituida por un dominio N‐terminal por el que se une a A3, 

seguido  de  los  dominios  HCCH,  BC‐box  y  PPLP  de  unión  a  las  distintas 

subunidades  del  complejo  E3  ubiquitina  ligasa.  Recientemente  se  ha 

presentado  el  primer modelo  completo  de  la  estructura  tridimensional  de  la 

proteína Vif y  las  interacciones mostradas con  las proteínas A3G y el complejo 

E3 están en concordancia con  los datos empíricos,  lo que podría ayudar en el 

diseño de nuevas drogas [38]. 

e) rev  (regulator  of  virion  expression):  la  proteína  Rev  es  esencial  para  la

replicación  viral  [39,  40]  y  está  implicada  tanto  en  los  procesos  de  corte  y

empalme (splicing) que sufren  los mRNA virales durante su maduración, como

en  el  transporte  y  la  protección  del  RNA  del  núcleo  al  citoplasma  para  su

traducción. Contiene señales que  le permiten entrar al núcleo donde ejerce su

acción mediante  su unión  a RRE  (Rev Responsive  Element)  situado en el  gen

env.

f) vpr‐like  (viral  protein  R):  en  un  principio  se  denominó  tat  por  analogía  a  la

posición  en  el  genoma  comparado  con  HIV,  pero  estudios  funcionales

demuestran mayor compatibilidad con la proteína Vpr [41]. Vpr juega un papel

importante en la regulación del transporte del complejo de preintegración (PIC,

Preintegration  complex)  al  núcleo.  Además  es  necesaria  para  que  el  virus  se

replique en  células que no  se dividen,  como  las  células de  la  serie monocito‐

macrófago,  una  de  las  principales  dianas  del  virus.  En  células  con  capacidad

proliferativa,  en  cambio,  causa  un  bloqueo  del  ciclo  celular  en  fase  G2  y

apoptosis, lo que puede provocar una disfunción inmunitaria.

g) LTR (Long Terminal Repeat): están compuestas por las regiones U3, R y U5, y en

la  forma  proviral  del  virus  está  presente  de  manera  duplicada  en  ambos

extremos  del  genoma.  No  codifica  proteína  alguna;  su  función  es  regular  la

transcripción viral [42], modulando así las fases latentes y productivas. Por ello,

contiene  todas  las  señales  requeridas para  la expresión génica de eucariotas:
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enhancer,  promotor,  inicio  de  la  transcripción  (capping),  terminador  de  la 

transcripción  y  señal  de  poliadenilación.  La  expresión  dirigida  por  las  señales 

contenidas en la LTR se lleva a cabo por las enzimas de la célula hospedadora. 

La región U3, situada en el extremo 5’ del provirus, contiene  la caja TATA, que 

marca  el  inicio  de  la  transcripción  y  los  sitios  de  unión  a  factores  de 

transcripción necesarios para la regulación, tales como los sitios AP‐1 [43], AML 

[44,  45], AP‐4  [46],  cajas CAAAT,  y  los elementos que median una  activación 

inducida  por  IFN‐γ  (gamma‐activated  sites;  GAS)  [47]  y  por  TNF‐α  (TNF‐α 

activated  site;  TAS)  [48].  La  región  R  contiene  el  sitio  CAP  y  la  señal  de 

poliadenilación  de  los mRNA.  Por  último,  la  región U5  es  la  primera  que  se 

retrotranscribe y constituye el extremo 3’ del provirus. Se ha observado que los 

viriones de HIV  y MLV presentan  transcritos  reversos parciales, demostrando 

que  la  retrotranscripción  comienza  antes de que el  virus entre  en  las  células 

diana  [49].  Esto  podría  tener  una  utilidad  práctica  en  la  cuantificación  de  la 

producción  in  vitro  de  vectores  retrovirales  para  su  uso  en  terapia  génica, 

mediante PCR de la región R‐U5 de LTR [50]. 

Numerosos  autores  han  asignado  a  esta  región  un  papel  importante  en  el 

tropismo  y  la  patogénesis  de  SRLV,  cuestión  en  la  que  se  profundizará más 

adelante. Además,  LTR es  importante desde el punto de vista del diagnóstico 

molecular,  ya  que  son  secuencias  duplicadas  en  el  provirus  que  presentan 

regiones  conservadas  para  el  diseño  de  cebadores  de  PCR,  lo  que  podría 

aumentar la sensibilidad. 
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Figura 1: Estructura del virión y genoma de  los  lentivirus de pequeños  rumiantes  (SRLV).  
a) Virión de  SRLV mostrando  sus principales  componentes,  entre  ellos  las dos  cadenas de
RNA de sentido positivo, las proteínas estructurales de GAG (nucleocápside, NC; cápside, CA y 
matriz, MA),  las  proteínas  POL  (proteasa,  PR,  retrotranscriptasa,  RT  e  integrasa,  IN)  y  las 
glicoproteínas ENV (superficie, SU y transmembrana, TM) distribuidas en la envoltura lipídica 
de  origen  celular.  b) Genoma  de  los  SRLV  (LTRs,  gag,  pol,  vif,  vpr‐like,  rev  y  env).  Se  han 
representado  en  distintos  niveles  los marcos  de  lectura  (reading  frames)  que  permiten  al 
virus minimizar su longitud para producir todas las proteínas señaladas. 
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1.2. CICLO VIRAL 

El ciclo viral de los lentivirus está constituido por las siguientes fases (Figura 2): 

a) Entrada en la célula hospedadora: el ciclo comienza con el reconocimiento del

receptor situado en la superficie de la célula permisiva por la glicoproteína de la

envoltura del virus (SU o gp135). Tras la unión, la envoltura viral se fusiona con

la membrana celular  liberando en el  interior  la cápside vírica. Por el momento

no  se  ha  identificado  un  receptor  celular  único  para  la  entrada  de  los  SRLV,

aunque parecen existir distintos receptores celulares en función del tipo celular

ya que  se han descrito varios potenciales  receptores y  correceptores  [51‐53].

Incluso, algunos autores proponen un uso diferencial del receptor celular según

la estirpe de SRLV [54].

b) Retrotranscripción e  integración: en el  interior de  la célula  la cápside  libera al

citoplasma  el  genoma  viral  y  varias  enzimas,  incluyendo  la  RT,  IN  y  PR,  que

serán  transportadas  al  núcleo.  Durante  este  viaje  al  núcleo  en  forma  de

complejo de pre‐integración (PIC) se completará la retrotranscripción o síntesis

de  la  doble  cadena  de  DNA  a  partir  del  RNA  viral.  La  retrotranscripción

comienza  en  la  región U5, donde  se  encuentra  el  sitio de unión del  cebador

(PBS, primer binding  site) de  tRNA  Lys‐3, marcando el  inicio de  la  síntesis de  la

cadena  complementaria  de  DNA  de  sentido  negativo  (cDNA(‐)).  El  RNA  del

híbrido RNA‐DNA es degradado por la actividad RNAasa H de la RT y finalmente

sintetiza la cadena de sentido positivo (cDNA(+)) desde los denominados tracto

de  polipurinas  situados  al  final  del  gen  pol  (cPPT)  e  inmediatamente  en

dirección  5’  (upstream)  de  la  3’‐LTR  (3’PPT),  que  no  son  degradados  por  la

actividad  RNAasa  H  de  la  RT.  Esta  doble  cadena  de  DNA  es  transportada  al

núcleo  donde  se  integra  en  el  genoma  celular mediante  la  acción  de  la  IN,

constituyendo  el  provirus.  La  RT  posee  una  alta  tasa  de  error,  y  como  los

lentivirus  carecen  de  sistemas  de  corrección  de  dichos  errores,  se  pueden

generar mutaciones en el provirus que a la postre pueden ser beneficiosas para

su  supervivencia,  ya  que  podría  ayudarles,  por  ejemplo,  a  evadir  el  sistema

inmune del hospedador. En este punto del ciclo viral es donde ejercen su acción
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factores de  restricción de  la  inmunidad  innata  como TRIM5α o APOBEC3 que 

veremos más adelante.  

c) Transcripción:  el  provirus  integrado  en  el  DNA  del  hospedador  puede

permanecer en estado  latente durante un período  indeterminado. Diferentes

factores ambientales, el estrés de  la  lactancia o  la maduración de monocitos a

macrófagos,  pueden  activar  la  fase  productiva  de  la  infección,  ya  que

desencadenan señales para que la RNA polimerasa II celular reconozca y se una

a la caja TATA de la región LTR promotora del virus y comience la transcripción

[55, 56].  Es pues  la propia maquinaria  celular  la que  transcribe  tanto el RNA

genómico  del  virus  como  los  mRNA  que  codificarán  las  distintas  proteínas

virales.

Los monocitos sanguíneos  infectados con SRLV muestran niveles muy bajos de

transcripción  y  no  expresan  proteínas  virales.  Tras  la  maduración  de  estos

monocitos  a macrófagos  tisulares,  el  virus  induce  una  infección  productiva,

probablemente debido al aumento de la expresión de factores de transcripción

celulares  como  c‐Fos  y  c‐Jun  que  se  unen  a  los  sitios  AP‐1  y  AP‐4  del  virus

activando la transcripción [57, 58]. Así, la transcripción estaría regulada no sólo

por los factores disponibles en las células infectadas, sino también por los sitios

de unión a dichos factores, el número de éstos y su disposición, presentes en la

región  LTR  del  virus.  Las  estirpes  de  SRLV  presentan  LTRs  con  distintas

actividades  promotoras  que  se  han  relacionado  con  sus  características

biológicas y con el tropismo [59].

d) Ensamblaje, maduración y liberación: el precursor proteico codificado por env

pasa por el retículo endoplasmático rugoso y por el aparato de Golgi, donde se

glicoxila,  para  ser  transportado  a  la  cara  interna  de  la  membrana  donde

comienza el ensamblaje. Una proteasa  celular digiere dicho precursor, dando

como resultado las proteínas maduras SU y TM. La maduración del precursor de

las proteínas Gag y Pol, sin embargo, se produce gracias a una modificación post

transcripcional llevada a cabo por la proteasa viral [60]. Los genes vif, rev y vpr‐

like se traducen como un único mRNA completamente procesado. Las proteínas
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Gag y  las codificadas por pol se ensamblan rodeando el genoma del virus y se 

asocian  a  las  glicoproteínas  virales  ancladas  en  la membrana  plasmática.  La 

nueva partícula viral formada se libera al medio por gemación [55]. 

Figura 2: Ciclo viral de los retrovirus. El ciclo viral de los SRLV comienza con la interacción de 
las glicoproteíans de  la envoltura del virus y el receptor celular, produciendo  la fusión de  la 
envoltura  del  virus  con  la membrana  de  la  célula.  Tras  la  entrada  del  virus  en  la  célula 
hospedadora  y  la  consiguiente  descapsidación  y  liberación  del  material  genético  en  el 
citoplasma celular, el RNA viral se retrotranscribe a DNA que se transporta al núcleo donde 
tiene  lugar  la  integración  del  DNA  proviral  en  el  genoma  celular.  La  maquinaria  de 
transcripción y traducción celular sintetiza  las proteínas virales que se ensamblan formando 
los nuevos viriones que se liberan por gemación. Los factores de restricción celulares pueden 
actuar en distintos niveles, así TRIM5 actúa después de  la entrada, uniéndose a  la  cápside 
vírica y disminuyendo  la  cantidad de virus  integrado, mientras APOBEC3 actúa en distintos 
puntos de la retrotranscripción, provocando mutaciones o la degradación del genoma viral. 
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2. CLASIFICACIÓN

2.1. VARIABILIDAD GENÉTICA 

La variabilidad genética de los SRLV es muy alta y se debe a la confluencia de 

distintos mecanismos  [61].  Como  se  ha  señalado  anteriormente,  la  RT  posee  una 

elevada tasa de error, y  la ausencia de sistemas de corrección contribuye a una alta 

frecuencia  de  mutaciones  puntuales,  incluyendo  inserciones  y  deleciones.  Se  ha 

estimado que  la  tasa de mutaciones oscila entre 0,1 y 2 mutaciones por genoma y 

ciclo replicativo [62]. Otro mecanismo de variabilidad es la recombinación, que se da 

cuando una célula es co‐infectada por dos o más virus [63]. En estos casos, durante la 

retrotranscripción  la  RT  puede  saltar  de  un  genoma  a  otro  produciendo  virus 

recombinantes,  lo  que  supone  una  gran  ventaja  evolutiva,  hecho  que  se  ha 

demostrado  in vivo  [64]. La diversidad  también puede estar causada por  la presión 

selectiva que ejerce el sistema  inmune. Así,  las proteínas de  la  familia APOBEC3  se 

incorporan  en  las  partículas  de  nueva  formación  y  durante  la  retrotranscripción 

desaminan  citosinas produciendo  hipermutaciones de G  a A  en  la  cadena  cDNA(+) 

que aumentan  la variabilidad genética [65, 66]. Por último,  la propia célula diana de 

los SRLV puede contribuir en esta variabilidad genética ya que los macrófagos poseen 

un alto ratio de dUTP:dTTP, lo que proporciona uracilos que pueden ser incorporados  

mutando el DNA viral [26]. 

Esta  variabilidad  ha  dado  lugar  a  diferentes  genotipos  de  SRLV  capaces  de 

infectar  un  amplio  rango  de  hospedadores,  tales  como  ovejas,  cabras  y  algunos 

rumiantes silvestres. Además, muestran un amplio abanico de signos clínicos, como lo 

demuestran  las afecciones neurológicas, artríticas, pulmonares y/o mamarias. Cabe 

destacar  que  dicha  diversidad  cobra  especial  relevancia  en  el  diseño  de  tests 

diagnósticos  implementados en programas de control, así como en el desarrollo de 

vacunas [60]. 

Pero  esta  variabilidad  no  se  da  por  igual  en  todo  el  genoma.  El  tracto  de 

polipurinas,  el  elemento  de  respuesta  a  rev  y  otras  regiones  implicadas  en  el 

reconocimiento celular (env), en la replicación (pol) o el empaquetamiento (gag) son 

zonas altamente conservadas entre los lentivirus.  
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La variabilidad en  las secuencias virales que un hospedador puede presentar 

se  conoce  como  quasi‐especies  virales.  Este  concepto  fue  propuesto  por Manfred 

Eigen  [67]  y  se  define  como  la mezcla  de  virus  que  se  encuentra  en  un  individuo 

infectado. 

2.2. CLASIFICACIÓN FILOGENÉTICA 

Hasta  hace  una  década  los  SRLV  se  clasificaban  respondiendo  a  las 

características biológicas  analizadas  in  vitro  y  la patogenicidad hallada  in  vivo  [68]. 

Pero el estudio de más aislados de campo reveló la dificultad de clasificar las estirpes 

en  estas  categorías,  por  lo  que  se  optó  por  una  clasificación  atendiendo  a  la 

variabilidad genética antes mencionada. Shah y colaboradores, siguiendo los criterios 

empleados  para  HIV  [69],  propusieron  una  clasificación  de  tipo  filogenético 

basándose en dos segmentos largos del genoma de los SRLV (el segmento gag‐pol de 

1,8  kb;  y  el  segmento  pol  de  1.2  kb)  [70].  Atendiendo  a  dicha  clasificación,  los 

genotipos virales de SRLV se dividen en cinco grupos (A‐E) que difieren entre un 25% 

y  un  37%  de  su  secuencia  nucleotídica  (Figura  3). Además,  los  genotipos A,  B  y  E 

albergan  subtipos  que  difieren  entre  un  15%  y  un  27%  de  su  secuencia. 

Concretamente,  los  grupos predominantes A  (estirpes  tipo VMV)  y B  (estirpes  tipo 

CAEV)  se  subdividen  en  quince  (A1‐A15)  y  tres  (B1‐B3)  subtipos,  respectivamente; 

mientras que el genotipo E, aislado de cabras  italianas,  lo hace en dos subtipos (E1‐

E2). Los genotipos C y D no presentan subtipos. Este grupo D, en el que se engloban 

estirpes  de  ovejas  de  Suiza  y  España,  fue  clasificado  sólo mediante  el  estudio  del 

segmento pol, aunque análisis de secuencias del gen gag lo agrupan junto al genotipo 

A,  sugiriendo  que  en  realidad  son  el  mismo  genotipo  A  con  divergencia  en  la 

secuencia del gen pol. 
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Figura 3. Árbol filogenético de las secuencias nucleotídicas completas de SRLV y asignación 
de  grupo  (A‐E).  Incluye  el  nombre  del  aislado  y  país  de  origen.  Las  secuencias  fueron 
obtenidas de la base de datos GenBank (números de acceso subrayados). Abreviaturas de los 
países: CHI – China (Gansu AY900630 y Shanxi GU120138); ENG – Inglaterra (EV1 S51392); ICE 
– Islandia  (KV1514  M60610,  LV1  M10608  y  KV1772  L06906);  ITA  –  Italia  (Roccaverano
EU293537, Seui GQ381130, Fonni  JF502416 y Volterra  JF502417); MEX – Méjico  (FESC‐752 
HM210570);  NOR  –  Noruega  (1GA  AF322109);  POR  –  Portugal  (P1OLV  AF479638);  SOA  – 
Sudáfrica  (SA‐OMVV  M34193);  SWI  –  Suiza  (SRLV‐A4  AY445885);  USA  –  Estados  Unidos 
(CAEV‐CO M33677 y 85/34 AY101611, U64439). 
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2.3. BIOLOGÍA DEL VIRUS 

El estudio de aislados virales permite establecer relaciones entre la secuencia 

del virus y su comportamiento tanto  in vivo, patogénesis y tropismo tisular, como  in 

vitro,  cinética  de  la  infección  y  tropismo  celular.  Respecto  a  las  características 

biológicas analizadas  in vitro,  los aislados pueden dividirse en dos categorías. Por un 

lado encontramos estirpes que  forman sincitios grandes, de más de veinte núcleos, 

que producen en un periodo corto de tiempo lisis en las células, lo que se materializa 

en  altos  títulos  en  el  sobrenadante  de  los  cultivos  celulares.  Los  virus  con  este 

comportamiento  se  conocen  como  “rápidos”  y  “altos”  (rapid/high)  [68].  Otros 

aislados, en cambio,  forman sincitios pequeños, de entre  tres y seis núcleos, dando 

lugar a una infección productiva tardía con bajos títulos, a los que se denomina virus 

“lentos” y “bajos” (slow/low) [9]. A continuación se describen los aislados de SRLV de 

los genotipos y subtipos más relevantes caracterizados hasta la fecha. 

Las  estirpes  pertenecientes  al  genotipo  A,  clásicamente  definidas  como 

estirpes tipo VMV, suelen manifestar un comportamiento rapid/high in vitro. Dentro 

del  subtipo  A1  se  han  caracterizado  diferentes  aislados.  Uno  de  los  más 

representativos  es  el  aislado  británico  EV1  [71],  que  se  ha  tomado  como  estirpe 

modelo en numerosos laboratorios. Esta estirpe fue aislada de un animal con afección 

pulmonar y artrítica, y es capaz de replicarse en un amplio rango de tipos celulares en 

cultivo. Casi al mismo  tiempo  se analizó  la  secuencia completa del virus SA‐OMVV, 

aislado a partir de una oveja sudafricana con neumonía asociada a Jaagsiekte [72]. La 

primera estirpe nerviosa completamente caracterizada fue KV1772, que se logró tras 

varios  pases  intra‐cerebrales  in  vivo  del  aislado  KV1514  [73].  El  virus  derivado 

presentaba una neuropatogenicidad aumentada, produciendo síntomas clínicos en el 

50% de las ovejas en menos de seis meses y se logró clonar su genoma completo en 

plásmidos estables. La disponibilidad de este clon molecular ha permitido el estudio 

de determinantes virales del tropismo celular  in vitro, concretamente  la  implicación 

de  la  LTR,  y  de  la  neurovirulencia  in  vivo,  como  veremos más  adelante.  El  virus 

portugués  P1OLV,  aislado  de  células  pulmonares  de  una  oveja  infectada  de  forma 

natural, es la excepción en este subtipo filogenético A1, ya que presenta un fenotipo 
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slow/low [59]. La LTR de esta estirpe no posee una repetición presente en virus líticos 

y el estudio con virus quimera ha revelado una correlación entre el nivel de actividad 

promotora y la baja replicación viral [42]. 

En el subtipo A2 encontramos dos estirpes norteamericanas, USA 85/34 y USA 

84/28, ambas aisladas a partir de ovinos con neumonía  intersticial  linfoide pero con 

un  comportamiento muy distinto.  La primera es muy patogénica  in  vivo  y  lítica en 

cultivo celular, mientras que la segunda apenas produce patología y resulta poco lítica 

in  vitro.  Estas  diferencias  biológicas  no  se  correlacionaron  con  diferencias  en  las 

secuencias env, ya que presentan una similitud del 97,5% [74]. Por último, dentro de 

este genotipo A se han agrupado como subtipo A4 estirpes suizas que presentan baja 

patogenicidad, por ejemplo SRLV‐A4 obtenida de células de  leche caprina  [70] cuya 

LTR podría presentar mutaciones puntuales responsables de la baja virulencia [75]. 

El  otro  genotipo  predominante  es  el  B,  donde  se  agrupan  los  aislados 

clásicamente  denominados  tipo  CAEV.  Dentro  del  subtipo  B1,  el  virus  más 

representativo es el CAEV‐Co, aislado en Estados Unidos a partir de células cerebrales 

de una cabra con  leucoencefalomielitis, y del que se ha obtenido un clon molecular 

[12, 76]. En este subtipo también encontramos estirpes italianas, como CAEV‐To1/89, 

aislada de membrana sinovial de una cabra con artritis, y que a diferencia de CAEV‐Co 

no presenta repetición en LTR que duplique su contenido de sitios GAS y TAS [77, 78]. 

El  subtipo B3  es  uno  de  los  últimos  que  se  ha  descrito  y  está  configurado  por  las 

estirpes italianas Fonni y Volterra. La primera estirpe fue aislada mediante co‐cultivo 

de macrófagos derivados de  sangre periférica  (BDM) de una oveja  seropositiva con 

células de plexo coroideo;  la segunda a partir de explantes de pulmón de un ovino 

con  afección  pulmonar  y  mamaria  [79].  Ambos  aislados  carecen  de  sitios  GAS  y 

presentan  sitios TAS y AP‐1 heterogéneos  respecto a otras estirpes del genotipo B, 

hecho que podría  influir en su comportamiento  tanto  in vivo como  in vitro, aunque 

aún no se ha estudiado.  

El genotipo C está compuesto por estirpes de ovejas y cabras de Noruega. Se 

ha secuenciado el genoma completo del aislado 1GA, que  fue obtenido a partir del 

carpo de una cabra con artritis [80]. 
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Por último encontramos el genotipo E, que se divide en  los subtipos E1 y E2. 

La  estirpe  Roccaverano,  subtipo  E1,  fue  obtenida  mediante  cultivo  de  glándula 

mamaria de una cabra que no presentaba síntomas clínicos típicos de  infección por 

SRLV  [81].  La  estirpe  Seui,  subtipo  E2,  fue  aislada  por  co‐cultivo  de  células 

mononucleares  de  sangre  periférica  (PBMC)  de  una  cabra  artrítica  con  células  de 

plexo  coroideo  [82].  Al  comparar  la  secuencia  genómica  con  la  de  otros  SRLV,  se 

observaron  deleciones  que  se  correspondían  con  la  ausencia  de  la  subunidad 

dUTPasa y el gen accesorio vpr‐like,  involucrados en  la  fidelidad de  la RT en células 

que  no  se  dividen,  además  de  no  presentar  repetición  en  LTR.  Aunque  esta 

característica era coincidente en los dos subtipos, su comportamiento in vitro resultó 

ser diferente. Ambos aislados se replican de manera eficiente en BDM, aunque sólo el 

virus Seui se  replica en  fibroblastos, dando  títulos similares a  los observados con  la 

estirpe  CAEV‐To1/89  (subtipo  B1)  [78].  El  análisis  amino‐acídico  de  los  motivos 

hipervariables HV1 y HV2 de la proteína ENV mostró que Seui es similar a las estirpes 

prototípicas de CAEV causantes de artritis, mientras que Roccaverano presenta una 

mayor variabilidad en esta región de unión al receptor celular. Además, ensayos con 

virus pseudotipados  con  la ENV de ambos virus mostraron una  tinción paranuclear 

atípica  en  macrófagos  derivados  de  monocitos  sanguíneos  (BDM)  en  el  caso  de 

Roccaverano, sugiriendo un mecanismo de entrada distinto. El análisis de los factores 

de  transcripción presentes en  la  región U3 mostró que  la  repetición en  tándem del 

sitio AP4 es suficiente para garantizar la actividad promotora de LTR [83]. 

Por lo tanto, aunque existen evidencias de una relación entre la secuencia del 

virus  y  su  comportamiento  fenotípico,  no  siempre  es  capaz  de  explicar  ciertas 

propiedades,  lo  que  apunta  a  la  implicación  de  factores  del  hospedador  que 

determinan también estas características. 

3. TROPISMO

El  tropismo  de  los  SRLV  depende  de  las  interacciones  entre  el  virus  y  el

hospedador, y éstas pueden darse a distintos niveles: 
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‐ A nivel de especie: las estirpes virales infectan ganado ovino, caprino o ambos; 

además es importante la susceptibilidad de la raza y del individuo.  

‐ A nivel de tejido: dependiendo de los órganos que el virus infectante sea capaz 

de  invadir  se manifestarán  las  distintas  formas  de  la  enfermedad  (mastitis, 

artritis, neumonía y/o encefalitis). 

‐ A  nivel  celular:  la  restricción  de  la  infección  puede  producirse  en  todas  las 

fases del ciclo viral (entrada, integración, transcripción y/o ensamblaje). 

3.1. TROPISMO POR ESPECIE 

En un principio se pensó que las estirpes tipo CAEV y tipo VMV infectaban de 

manera  restringida cabras y ovejas,  respectivamente. Pero numerosos estudios han 

confirmado  infección cruzada superando  la barrera de especie. La primera evidencia 

de  esta  transgresión  fue  obtenida  mediante  infección  experimental  de  ovinos  y 

caprinos con virus tipo CAEV y VMV [84‐86]. 

El análisis de  las secuencias de  los virus circulantes ha demostrado que esta 

transmisión  cruzada entre ovejas y  cabras  también  se da de  forma natural  [10, 87, 

88]. Así, aunque algunos genotipos se asignaron a una única especie, el aumento de 

datos  revela que el espectro de  las especies hospedadoras podría  ser mayor en  la 

naturaleza [89]. 

La transgresión de la barrera de especie sugiere la ausencia o la superación de 

los sistemas de  restricción en el hospedador. La entrada del virus en  las células del 

hospedador supone el reconocimiento del receptor celular por la proteína ENV viral y 

por  lo  tanto  es  susceptible  de  ser  inhibido.  Se  ha  descrito  que  los  SRLV  utilizan 

distintos receptores en células ovinas y caprinas [54] y que el no reconocimiento del 

receptor es  la única barrera que  impide que  la estirpe EV1  infecte células humanas 

[90].  En  otros  estudios,  líneas  celulares  heterólogas  son  permisivas  in  vitro  a  virus 

pseudotipados  con  la proteína ENV de  SRLV,  tales  como  células de pollo, hámster, 

humano,  simio  y  codorniz,  indicando  que  el  receptor  celular  para  los  SRLV  está 

ampliamente  distribuido  entre  distintos  tipos  celulares.  Sin  embargo,  las  células 

derivadas de ovario de hámster chino no son permisivas a la infección [91, 92]. Pero 
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la permisividad a la entrada del virus no tiene por qué estar asociada a una infección 

productiva [93] o a una susceptibilidad natural por parte del hospedador, ya que otro 

tipo de  interacciones pueden  inhibir  la replicación viral tras  la entrada. La respuesta 

inmune  innata  mediante  APOBEC3  o  TRIM5α,  que  mutan  el  genoma  viral  o 

interactúan  con  la  cápside  vírica  induciendo  su  degradación,  respectivamente, 

pueden restringir  la  infección con especificidad de especie [94, 95]. Por otro  lado, el 

virus ha desarrollado mecanismos para contrarrestar la acción de las proteínas de su 

hospedador y de otras especies, como la proteína viral Vif que es capaz de neutralizar 

APOBEC3 de distintas especies [37]. Así, tanto factores virales como celulares podrían 

también modular el tropismo de especie.  

También existe la posibilidad de un bloqueo en la transcripción y/o la síntesis 

de proteínas virales. Morin y colaboradores concluyen que el bloqueo de la infección 

por SRLV en bovinos no se debe a la ausencia de receptores virales ni a la producción 

de  anticuerpos  neutralizantes  [96].  Tras  la  infección  experimental  con  SRLV,  las 

terneras  producen  anticuerpos  específicos  y  la  infección  se  establece.  Se  aislaron 

virus replicativos tanto a partir de células de sangre como de tejidos sólo durante los 

primeros  4 meses  de  infección,  tras  los  que  no  se  detectaron  genomas  virales.  In 

vitro,  las  células  aisladas  de  las  terneras  infectadas  no mostraron  restricción  a  la 

infección. Sin embargo, se ha descrito un tipo de restricción en fibroblastos pero no 

en macrófagos ovinos  infectados con estirpes de CAEV. Dicha restricción consiste en 

el procesamiento erróneo de la proteína Env [97]. 

Por último, moléculas  inducibles por  IFN como  la  teterina  serían capaces en 

ausencia de Vpu, como es el caso de los SRLV, de anclar los viriones emergentes a la 

membrana y evitar el proceso de gemación [98, 99]. 

3.2. TROPISMO TISULAR 

La existencia de distintos síntomas clínicos de  la enfermedad y el hecho de 

que todos ellos no se manifiesten siempre, sugiere un tropismo específico de órgano 

por  parte  del  virus.  Aunque  no  existe  aún  un  consenso  sobre  la  región  genética 

concreta  responsable  del  tropismo  tisular,  LTR  y  env  han  sido  las  regiones  más 
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ampliamente estudiadas. La región promotora LTR posee los sitios de unión a factores 

de  transcripción  (TBS,  transcriptional  binding  sites),  es  esencial  para  la  replicación 

viral y podría controlar la especificidad celular [42, 100]. Algunos de estos sitios como 

AML(vis) o AP‐1, parecen necesarios para  la biología del virus, ya que permanecen 

altamente  conservados  entre  los  aislados  de  campo  y  se  mantienen  tras  pases 

sucesivos en células en cultivo [101]. La repetición de 53 bp presente en la región U3 

de  ciertas  estirpes  nerviosas  (visna)  incrementa  el  tropismo  hacia  células  de  plexo 

coroideo  [102]; mientras  que  estirpes  aisladas  de  ovinos  con  cuadros  pulmonares 

(maedi)  no  las  presentan  [103],  lo  que  sugiere  que  la  duplicación  de  los  sitios  de 

unión a factores de transcripción es determinante del tropismo tisular y  la patología 

desarrollada. Además,  la deleción de 13‐14 bp en  la región R se ha relacionado con 

una menor patogenicidad del virus en pulmón [104]. 

La  actividad  transcripcional  de  la  región  LTR  podría  estar  afectada  por  la 

acción  de  diferentes  hormonas. Mediante  la  unión  a  los  TBS  específicos,  algunas 

hormonas esteroideas pueden provocar una variación en la producción y la excreción 

del  virus  que  se  observa  a  lo  largo  del  ciclo  reproductivo  de  las  ovejas.  Una  alta 

concentración  de  esteroides  inhibe  la  expresión  dirigida  por  LTR,  aunque 

concentraciones fisiológicas podrían  incluso revertir este efecto hacia una expresión 

aumentada del VMV [105]. La inhibición/activación de la replicación viral podría estar 

modulada por los cambios hormonales que se producen durante la gestación, parto y 

lactancia  en  los  ovinos.  La  región  LTR  ha  sido  ampliamente  estudiada  como 

responsable de la cinética viral, ya que se localizan los sitios de unión a los factores de 

transcripción celulares. Así, se ha descrito que  la actividad de  la LTR de estirpes con 

fenotipo  slow/low  es menor  que  la  de  estirpes  rapid/high  [42].  Además,  algunas 

estirpes presentan repeticiones que duplican estos sitios de unión,  lo que podría ser 

clave en las diferencias de actividad promotora. Se ha observado que la deleción de la 

caja CAAAT en una de las repeticiones en LTR produce una menor replicación viral en 

células de plexo coroideo [100], y que la ausencia de repetición del sitio AML(vis) está 

relacionada  con  el  fenotipo  slow/low  [59].  Sin  embargo,  no  siempre  existe  una 

correlación  entre  las  diferencias  de  secuencia  en  LTR  y  el  tropismo  tisular  de  las 
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estirpes [106], lo que hace pensar que otras zonas del genoma viral están implicadas 

en  el  tropismo.  La  secuencia  LTR  aislada  de  los  distintos  órganos  de  un  ovino  con 

enfermedad  inflamatoria multisistémica asociada a  lentivirus  fue única, no hallando 

diferencias que se pudiesen relacionar con el tropismo tisular [107]. 

Como  hemos mencionado  anteriormente,  la  proteína  ENV  que  reconoce  el 

receptor celular es esencial para la entrada del virus y por ello se ha estudiado como 

posible responsable del tropismo. Se ha descrito que  la estirpe obtenida de cerebro 

de  un  ovino  con  visna,  difiere  en  un  11,7%  en  la  secuencia  de  la  proteína  ENV 

respecto a  la del aislado de pulmón de un oveja de  la misma raza con maedi  [103]. 

Además,  en  infecciones  persistentes  de  caprinos,  las  secuencias  de  env muestran 

cambios  que  permiten  una  evolución  rápida  [108].  Las  distintas  quasi‐especies 

podrían  invadir  distintos  órganos  y,  debido  a  la  presión  ejercida  por  el  sistema 

inmune, quedar aisladas evolucionando en cada uno de ellos de manera diferenciada, 

lo  que  se  denomina  compartimentalización,  como  se  ha  demostrado  en HIV  y  FIV 

[109, 110]. El análisis de la región variable de ENV V4 en ovinos y caprinos infectados, 

ha  demostrado  compartimentalización  en  PBMCs  y  calostro  [24].  En  otro  estudio, 

donde  se  analizan  las  secuencias de  la  región  TM  y V4‐V5  de  SU  de  un  ovino  con 

visna,  también se evidencia una clara compartimentalización en el sistema nervioso 

central  y  otros  órganos  como  pulmón  y  glándula  mamaria  [23].  Además,  las 

secuencias más  próximas  a  las  del  ancestro  común  son  las  obtenidas  a  partir  de 

células  de  lavado  broncoalveolar,  lo  que  indicaría  una  entrada  del  virus  en  el 

organismo por vía aerógena y una posterior distribución a los órganos afectados.  

3.3. TROPISMO CELULAR 

Las  células  diana  por  excelencia  de  los  SRLV  in  vivo  son  la  línea 

monocito/macrófago y las células dendríticas [111, 112]. El virus es capaz de entrar e 

integrarse en el genoma de los monocitos, pero no se observa replicación productiva 

hasta  que  éstos  no  maduran  a  macrófagos  [58,  113].  Durante  la  diferenciación 

aumenta la expresión de factores de transcripción como c‐Fos y c‐Jun que, tras unirse 

a  los  sitios AP‐1 y AP‐4 de  la  región promotora LTR del virus, activan  la  replicación 



Introducción 

35 

dando lugar a una infección productiva [57]. Por otro lado, se ha descrito que la alta 

expresión de la proteína celular APOBEC3A en monocitos podría estar implicada en la 

restricción de HIV‐1 [114], ya que la expresión disminuye durante la diferenciación a 

macrófagos. Así, los monocitos circulantes en sangre actuarían de “caballo de Troya” 

diseminando el virus, y éste se multiplicaría en los tejidos diana tras la maduración a 

macrófagos [115]. 

Pero  los  SRLV  son  capaces  de  infectar muchos  otros  tipos  celulares,  tales 

como  células  de  explantes  pulmonares  [116],  del  aparato  reproductor  masculino 

[117, 118], de la microglia [119‐122], de la córnea [123], de bazo [124], células de la 

granulosa  del  ovario  [125],  epiteliales  del  oviducto  [126],  endotelio  caprino  [127, 

128], células del tercer párpado [129], médula espinal [130], epitelio tubular del riñón 

[131],  hepatocitos  y  miocitos  [132].  Además,  se  han  establecido  líneas  celulares 

inmortalizadas permisivas  a  la  infección,  como  TIGEF  [133],  TIGMEC  [134]  o MOCL 

[135]. 

Los macrófagos se utilizan comúnmente para el aislamiento de SRLV porque 

prácticamente  todas  las  estirpes  producen  altos  títulos  en  ellas  [136].  Pero  estas 

células ya diferenciadas de manera  terminal no pueden dividirse,  lo que dificulta el 

manejo  en  el  laboratorio.  Las  células  procedentes  de  cultivos  primarios  de  plexo 

coroideo  (SCP)  [103,  137],  fibroblastos  de  piel  ovina  (OSF)  [97]  y  de  membrana 

sinovial de cabra (GSM) [42], en cambio, son de fácil manejo, permisivas al virus y en 

ellas se observa claramente el efecto citopático, por  lo que son  las más utilizadas  in 

vitro. Pero no todas las estirpes producen altos títulos virales en estas células. Como 

hemos  mencionado  anteriormente,  los  aislados  se  clasifican  como  slow/low  o 

rapid/high  según  su  comportamiento  in vitro, y por el momento  se desconoce qué 

factor  es  el  determinante.  El  tropismo  celular  depende  en  gran  medida  de  la 

presencia de receptores específicos para los SRLV. Un estudio reciente ha propuesto 

tres  fenotipos  celulares  dependiendo  de  la  vía  de  entrada/receptor  que  utiliza  el 

virus: 1) células que presentan el receptor de  la manosa (MR) como principal vía de 

entrada, sucede en SCP; 2) células que utilizan el MR y al menos otro receptor, visto 

en macrófagos; y 3) células que no expresan MR y usan otro/s receptor/es, como en 
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OSF  [53]. Además, en animales  infectados por SRLV clínicos,  la expresión de MR es 

mayor en los órganos que presentan lesiones más severas, por lo que la presencia de 

éste se asocia a la evolución de la enfermedad [138]. 

En  resumen,  tanto  factores  genéticos  del  virus  como  factores  del 

hospedador están implicados en el tropismo a todos los niveles (hospedador, tejido y 

célula),  y  es  importante  profundizar  en  el  estudio  de  éstos  para  conocer  las 

interacciones virus‐hospedador.  

4. MÉTODOS DE CONTROL

La  infección  por  SRLV  en  el  ganado  supone  grandes  pérdidas  económicas, 

tanto  por  la  reducción  en  la  producción  y  la  calidad  como  por  la  restricción  en  la 

exportación a otros países. Por ello es importante implementar programas de control 

que   posibiliten  la certificación de rebaños  libres. En algunos países se han  llevado a 

cabo programas de control durante largos períodos de tiempo, pero muchas veces de 

manera intermitente y sólo de forma local. 

El primer país en tomar medidas para controlar la infección fue Islandia, tras 

la epidemia sufrida en los años 50, llevando a cabo un reemplazo total de los rebaños 

que  presentaban  animales  enfermos  [139].  Este  método,  aunque  efectivo,  es 

económicamente inviable en países con alta tasa de animales infectados, como es el 

caso de España. Además,  la eliminación de ejemplares de alto valor en términos de 

producción iría en detrimento de la calidad genética de las razas [140]. El último caso 

exitoso corresponde al Norwegian Healthier Goats Program [141]. 

La medida de control de los SRLV más extendida se basa en la identificación 

temprana de animales positivos y el sacrificio selectivo de éstos y su descendencia, 

utilizando madres  seronegativas  para  la  reposición. De  esta manera  se  ha  logrado 

eliminar la infección en rebaños con seroprevalencias cercanas al 30% en un período 

de 2 a 7 años  [142‐145]. En  rebaños con  seroprevalencias mayores  se puede optar 

por la creación de otro rebaño libre de SRLV, separado físicamente del infectado. Los 

corderos  de  reposición  de  este  nuevo  rebaño  son  destetados  tras  el  parto  y  se 

alimentan  con  calostro  artificial  o  leche  no  infectados  [140].  En  este  caso  no  se 
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eliminarían animales genéticamente valiosos, pero  la necesidad de disponer de dos 

instalaciones independientes hace que no sea siempre viable. Otras medidas podrían 

ser  la  compra  anual  de  animales  libres  de  SRLV  para  la  reposición  o  la  selección 

genética de animales resistentes [8, 146, 147], aunque habrá que tener en cuenta que 

esta última no esté reñida con la selección basada en criterios de producción. 

A  este  respecto,  regiones  como  Escocia  han  implantado  programas  que 

abarcan  2600  rebaños  acreditados.  Por  medio  del  programa  Maedi  Visna 

Accreditation  Scheme  los  rebaños  son  testados  cada  2  o  3  años  para  renovar  la 

acreditación, y  los ganaderos son asesorados por medio de unas estrictas  reglas de 

bioseguridad  para  evitar  la  infección  (www.sheepandgoathealth.co.uk). 

Recientemente, el Scotland’s Rural College ha dado  la voz de alarma porque en  los 

últimos  años  se  han  detectado  brotes  de  SRLV  en  rebaños  certificados  libres, 

hallándose en casi todos  los casos fallos en el seguimiento de  la normativa [148]. Es 

más, se ha estimado que  la  infección por SRLV, al no seguir el programa de control, 

puede reducir la producción de un 20% a un 40%, lo que significaría pérdidas de entre 

30.000 a 50.000 libras en una ganadería de gran tamaño [149]. 

Por otro  lado, se han  llevado a cabo numerosos estudios para el desarrollo 

de  una  vacuna  frente  a  los  SRLV,  con  éxitos  parciales.  La  administración  de  virus 

atenuados  y  la  inmunización  genética  con  env  y/o  gag  han  resultado  en  la 

estimulación del  sistema  inmune; pero estas prácticas  inducen a  su  vez  respuestas 

inflamatorias, lo que no ha permitido discernir entre la respuesta a la vacunación y la 

aparición  de  lesiones  propias  de  la  enfermedad  [150‐152].  Además,  la  elevada 

variabilidad  genética  y  antigénica  de  los  SRLV  puede  dificultar  la  inducción  de 

protección  frente  a  virus  de  distintas  zonas  geográficas  [153].  En  esta  línea  se  ha 

publicado  recientemente  un  estudio  de  inmunización  utilizando  la  estirpe 

Roccaveranno, naturalmente atenuada, seguido de  la  infección del aislado CAEV‐Co, 

altamente patógeno [154]. Los resultados indicaron cierto grado de protección frente 

al virus heterólogo en ausencia de respuesta proinflamatoria,  lo que plantea nuevas 

posibilidades  para  el  futuro.  Pero  por  el  momento  no  existen  ni  vacunas  ni 

tratamientos  eficaces  frente  a  las  infecciones  por  SRLV,  siendo  los  programas  de 
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control basados en el diagnóstico precoz  la única vía para  reducir  la dispersión del 

virus.  

La selección genética de animales con resistencia natural a  la  infección por 

SRLV  se  ha  desarrollado  recientemente.  La  diferencia  existente  entre  rebaños  en 

cuanto  a  la  seroprevalencia  y  carga  proviral  observadas  sugiere  un  fuerte 

componente  genético  que  determina  la  susceptibilidad  de  los  individuos  de  ser 

infectados. Se han asociado polimorfismos en  los genes TLR 7, 8 [155], CCR5 [156] y 

MHC  [157]  ovinos  a  la  resistencia  a  SRLV. Un  estudio  de  asociación  genome‐wide 

(GWAS) con más de 50.000 marcadores realizado con pares de ovinos infectados y no 

infectados  identificó un SNP  (E35K) en  la proteína  transmembrana 154  (TMEM154) 

asociado significativamente a  la resistencia a  la  infección por VMV  [158]. Aunque  la 

función de esta proteína aún sea desconocida, se expresa en células B y monocitos, 

sugiriendo  que  podría  tener  importancia  inmunológica.  El  análisis  de  2800  ovejas 

reveló que aquellas que poseían el alelo E35  tenían un  riesgo de  infección casi  tres 

veces  mayor,  convirtiéndolo  en  un  buen  candidato  como  marcador  de  selección 

genética. Estudios similares proponen nuevos marcadores que podrían ser  incluidos 

en tests de selección, como DPPA2/DPPA4 o SYTL3 entre otros [159]. La asociación de 

TMEM154  con  la  infección  podría  estar  también  influenciada  por  los  genotipos  de 

SRLV, ya que  se ha observado que distintos  subgrupos de  virus  se han adaptado a 

infectar ovejas con los genotipos E35 o K35 específicos [160]. Así, tanto los genotipos 

del hospedador como del virus afectan al riesgo relativo de  la  infección por SRLV en 

ovinos.  Sin  embargo,  no  está  claro  que  la  selección  por  la  resistencia  a  una 

enfermedad no aumente la susceptibilidad a otras, o vaya acompañada de descensos 

en la producción. Además, hay que tener en cuenta que los lentivirus tienen una alta 

tasa  de mutación  y  es  posible  que  el  virus  se  adapte  rápidamente  a  la  selección 

efectuada [161]. 

5. DIAGNÓSTICO

Antes de la identificación y aislamiento del virus causante de la enfermedad, 

el diagnóstico se realizaba mediante observación de los síntomas clínicos y el análisis 
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anatomo‐patológico. Debido a  la  lenta progresión de  la enfermedad, desde que un 

animal  se  infecta hasta que muestra  síntomas  clínicos puede pasar mucho  tiempo, 

incluso  años,  diseminándose  el  virus  por  todo  el  rebaño  sin  haberse  detectado 

lesiones. De hecho, los síntomas clínicos no aparecen hasta que aproximadamente el 

50% del rebaño es seropositivo a SRLV [148]. Además, como veremos más adelante, 

los síntomas derivados de  la  infección por SRLV pueden solaparse con  los causados 

por multitud de patógenos. Por ello se utilizan métodos serológicos y/o moleculares 

para un diagnóstico preciso y temprano que permita controlar la infección. 

5.1. DETECCIÓN INDIRECTA POR SEROLOGÍA 

El método más  utilizado  para  el  diagnóstico  de  la  infección  es  la  detección 

indirecta  de  anticuerpos  frente  a  SRLV.  Estos  anticuerpos  no  protegen  de  la 

enfermedad, pero son buenos  indicadores de  la  infección. Esta metodología no está 

exenta de problemas, como los derivados de la alta variabilidad genética y antigénica 

de las estirpes circulantes en campo, el periodo que tarda el animal entre la infección 

y  la  producción  de  anticuerpos  detectables,  la  intermitencia  en  la  seroconversión 

durante la vida del animal infectado, todos ellos pudiendo originar falsos negativos y 

la presencia de anticuerpos maternos que podrían dar lugar a falsos positivos. 

La producción de anticuerpos se puede detectar por inmunodifusión en gel de 

agar  (AGID),  ensayo  por  inmunoabsorción  ligado  a  enzimas  (ELISA), 

radioinmunoprecipitación (RIPA) y western blot (WB), aunque ninguno de ellos puede 

considerarse como gold standard [162, 163]. Tanto el ensayo RIPA como el WB no se 

utilizan  para  el  diagnóstico  de  un  alto  número  de  muestras,  sino  como  pruebas 

confirmatorias [164]. El AGID tiene una alta especificidad, pero su sensibilidad es baja 

y  además  su  interpretación  es  a menudo  subjetiva  [165],  por  lo  que  su  uso  está 

siendo sustituido por métodos más sensibles y susceptibles de automatización, como 

es  el  ELISA,  de  relativo  bajo  coste  y  fácil  de  interpretar.  En  rebaños  con  una  alta 

seroprevalencia,  se  recomienda  el  uso  del  ELISA  en  vez  del  AGID  como  método 

diagnóstico para la eliminación de la infección, ya que aumenta el éxito del programa 

de control [166]. 
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Aunque  la  variabilidad  antigénica  entre  genotipos  sea  muy  alta,  se  han 

descrito  anticuerpos  con  reacción  cruzada  contra  antígenos  tipo VMV  y  tipo  CAEV 

[167], permitiendo el control de  la  infección por SRLV durante años. Sin embargo, el 

uso de los ELISAs de epitopos derivados exclusivamente de una sola estirpe viral está 

permitiendo el escape de animales positivos, tal como se demuestra en  la  infección 

por los genotipos E [168], B2 [169], A [170] o A4 [171]. A este respecto, existen muy 

pocos estudios que  comparen  la  sensibilidad y especificidad de  los distintos ELISAs 

comerciales disponibles a nivel  internacional y que  impliquen tanto muestras ovinas 

como caprinas [172‐174].  

Se  han  desarrollado  ELISAs  de  competición  (cELISA  CAEV  of  VMRD  Inc. 

Pullman,  WA)  que  utilizan  anticuerpos  monoclonales  frente  a  la  proteína  de  la 

envoltura  viral  [175], pero es más habitual el uso de ELISAs  indirectos. Uno de  los 

primeros  descritos  se  basa  en  tapizar  los  pocillos  ELISA  con  virus  completo,  y  se 

comercializa como  AG‐CHEKIT (CAEV/MVV kit, IDEXX Switzerland AG, Liebefeld, Bern, 

Switzerland) [176]. Otros están tapizados con la proteína recombinante GAG p25 y un 

péptido  sintético  de  la  región  TM,  ambos  derivados  del  genotipo  A,  Elitest‐MVV 

(HYPHEN  Biomed,  Neuville‐sur‐Oise,  France)  [177]  y  Pourquier  (ELISA  Maedi‐

Visna/CAEV  Serum  verification  Institut  Pourquier, Montpellier,  France).  Pero  se  ha 

demostrado que  los epitopos  inmunodominantes de p25 presentan heterogeneidad, 

lo que afecta a  la sensibilidad de  los ELISAs basados en una única estirpe  [77]. Para 

solventar  este  problema,  se  ha  desarrollado  un  test  que  se  basa  en  la mezcla  de 

antígenos de  la región gag y env de tres genotipos de SRLV diferentes, A, B y E (IN3 

diagnostic. Eradikit® SRLV indirect ELISA for Small Ruminant Lentivirus). 

Esta heterogeneidad podría ser favorable a  la hora de desarrollar un test con 

la  intención  de  determinar  el  serotipo  del  virus  circulante.  La  proteína  SU  es muy 

variable entre los SRLV [178] y péptidos basados en esta región podrían tener un gran 

potencial para realizar diagnósticos específicos que permitan  determinar el genotipo 

del virus presente en un brote de la enfermedad o en un rebaño concreto. Un estudio 

de  los  virus  circulantes  en  Polonia  utilizando  un  ELISA  basado  en  los  dominios 

inmunodominantes de  las proteínas MA (p17), CA (p25) y SU, muestra una reacción 
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antigénica cruzada para los epitopos GAG entre los genotipos A y B, pero no para los 

epitopos SU, que son específicos de genotipo  [179]. Este hecho demuestra, una vez 

más, la importancia de la correcta elección de los antígenos del test según la finalidad 

del procedimiento. 

La determinación del estatus  infeccioso de  la cabaña es relevante para poder 

controlar  la  infección,  pero  puede  que  en  algunos  casos  o  áreas  concretas  el 

diagnóstico  individual resulte económicamente inviable. Por ello se han desarrollado 

estrategias para poder  realizar el diagnóstico en un pool de  sueros  [180],  leche de 

tanque  [181‐183] o muestras de semen  [174]. El uso de  leche  individual o  leche de 

tanque en ganaderías de aptitud lechera, además, facilita la toma de muestra al evitar 

tener que sangrar al animal para la obtención de suero. El uso de muestras de semen 

podría ser ventajoso en centros de  inseminación con machos de alto valor genético 

[184]. 

5.2. DETECCIÓN DIRECTA DEL VIRUS 

El  aislamiento  viral  es  uno  de  los métodos  de  detección  directa  del  virus, 

aunque es  lento y  laborioso y no  se utiliza en un número elevado de muestras. Se 

trata  de  cultivar  una  muestra  infectada,  generalmente  macrófagos  derivados  de 

sangre periférica, en co‐cultivo con líneas celulares permisivas. La presencia del virus 

se  confirma  por  la  aparición  de  efecto  citopático  en  el  cultivo,  consistente  en  la 

formación de sincitios, o por la actividad RT en el sobrenadante. 

También se utilizan técnicas inmunocitoquímicas o inmunohistológicas [185]; 

así como técnicas de hibridación  in situ o PCR  in situ, detectándose ácidos nucleicos 

virales  en  zonas  con  lesión  compatible  con  la  infección  por  SRLV  [186,  187],  pero 

estas  metodologías  están  restringidas  a  la  investigación  o  como  pruebas 

confirmatorias, ya que su coste es elevado, no hay gran disponibilidad de reactivos y 

muchas veces muestran baja sensibilidad [188]. 

Entre  las  técnicas  moleculares  encontramos  el  ensayo  de  movilidad 

heteroduplex  (HMA),  útil  para  la  caracterización  genotípica  de  estirpes  [189],  la 

técnica  de  amplificación  isotérmica  (LAMP)  [190]  y  la  reacción  en  cadena  de  la 
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polimerasa  (PCR),  que  indiscutiblemente  es  la  técnica más  usada.  Son muchos  los 

factores que pueden  influir en  la detección del virus por PCR, tales como el tipo y  la 

calidad  de  la  muestra  de  partida,  la  carga  viral  en  sangre  que  varía  durante  la 

infección,  la variabilidad de  las secuencias entre estirpes y  la zona del genoma viral 

que se escoja para diseñar los cebadores [171]. 

Mediante PCR  se ha detectado el genoma proviral en muestras de  leche o 

secreciones mamarias [191‐193], semen [194], líquido sinovial [195], distintos tejidos 

[192, 193, 196], PBMCs  [191, 195, 197, 198] y  leucocitos derivados de sangre  (PBL) 

[199, 200], siendo estas dos últimas fuentes las más utilizadas para el diagnóstico de 

la  infección.  Hay  que  tener  en  cuenta  que  en  los  PBMCs  hay  sólo  un  monocito 

infectado entre 104‐105 células, por lo que la PCR diseñada debe ser muy sensible.  

Una  de  las  estrategias  para  aumentar  la  sensibilidad  es  el  uso  de  PCRs 

anidadas o semi‐anidadas que implican dos o más rondas de amplificación [201, 202]. 

Además,  se puede  combinar  con el uso de  cebadores degenerados, que permitiría 

solventar el problema de la heterogeneidad en las secuencias genómicas de los SRLV. 

Un estudio reciente incluyendo muestras tanto ovinas como caprinas demuestra que 

el aumento en  la degeneración de  los cebadores mejora  la detección de  la  infección 

mediante PCR semi‐anidada [203]. Las zonas conservadas del genoma son apropiadas 

para  el  diseño  de  los  cebadores  cuando  el  propósito  es  el  diagnóstico,  y  zonas 

variables son más adecuadas para estudios filogenéticos. En  la bibliografía podemos 

encontrar  cebadores  diseñados  a  lo  largo  de  todo  el  genoma  viral,  incluyendo  los 

genes  gag,  pol  y  env,  o  las  regiones  LTR, mostrando  diferencias  en  sensibilidad  y 

especificidad  [194, 204]. La sensibilidad de  la PCR es mayor si se amplifica  la región 

gag en comparación con la región pol [205], aunque podría verse superada por el uso 

de la región LTR como diana [193, 199, 206], ya que la secuencia está duplicada en la 

forma proviral insertada en el genoma del hospedador.  

Además de  la PCR convencional  también se ha utilizado, aunque en menor 

medida,  la PCR en  tiempo  real  (RT‐PCR) para  la detección y  cuantificación de SRLV 

[207‐209]. La RT‐PCR posibilita la cuantificación de la carga viral [210, 211] y el uso de 

sondas Taqman en estas reacciones aumenta  la especificidad. Es tal  la especificidad, 
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que se han desarrollado y validado dos ensayos RT‐PCR que permitirían  la detección 

diferencial de los genotipos A y B [212]. Otro ensayo diseñado en el gen env detecta 

animales positivos mucho antes de  la seroconversión en  infecciones experimentales 

con una estirpe del genotipo B, además de detectar animales con clínica natural por 

CAEV, aunque no es capaz de detectar  la  infección por VMV (genotipo A) [213]. Hay 

que tener presente que la variabilidad en las secuencias de campo podría disminuir la 

sensibilidad de esta técnica.  

La  secuenciación  de  los  amplicones  obtenidos  en  las  PCRs  aporta 

información sobre la diversidad genética de los virus circulantes y podría ser de gran 

utilidad para el diseño de PCRs de carácter local que ayuden a mejorar el diagnóstico 

[153].  Además,  la  PCR  se  puede  acompañar  de  otras metodologías  que  permitan 

distinguir  entre  estirpes  sin  la  necesidad  de  secuenciar,  como  el  análisis  de  los 

amplicones  con enzimas de  restricción  [204], HMA  [214] o  la utilización de RT‐PCR 

multiplex [171].  

Numerosos  estudios  apuntan  a  que,  por  regla  general,  el  diagnóstico 

serológico,  sobre  todo mediante ELISA, es más  sensible que el diagnóstico por PCR 

[215],  aunque  la  PCR  puede  detectar  animales  infectados  que  aún  no  hayan 

seroconvertido  [198].  Por  ello,  la  complementación  de  ensayos  serológicos  con 

técnicas PCR sería óptima para el diagnóstico y posterior control de  la  infección por 

SRLV [216, 217]. 

6. PATOGÉNESIS Y FORMAS CLÍNICAS DE LA ENFERMEDAD

Actualmente está bien establecido que la transmisión de los SRLV se produce 

principalmente  mediante  el  contacto  con  aerosoles  de  secreciones  respiratorias 

procedentes de animales  infectados  (vía horizontal) y/o por  la  ingestión de  leche o 

calostro  infectado  (vía  lactogénica). El virus, en  forma  libre o por medio de  células 

infectadas, entra en el hospedador a través del tracto respiratorio,  la conjuntiva del 

animal o  los capilares fenestrados del  intestino en corderos [218]. Estudios de otras 

posibles formas de transmisión, tales como la intrauterina [219] y la sexual [184, 220], 



Introducción 

44 

han  descartado  éstas  como  vías  de  entrada  importantes  al  no mostrar  evidencias 

claras.  

Una  vez  dentro  del  hospedador,  el  virus  infecta  macrófagos  y  células 

dendríticas de las mucosas, que migrarán a través del sistema linfático aferente hasta 

los  ganglios.  Allí  transmiten  la  infección  a  los  monocitos/macrófagos,  que  se 

diseminarán  por  la  linfa  eferente  y  el  conducto  torácico,  llegando  al  torrente 

sanguíneo e  instaurando una  infección sistémica. Los monocitos que se hallan en  la 

sangre periférica se  infectan pero no de una manera productiva, por  lo que el virus 

permanece  invisible  al  sistema  inmune  y  es  capaz  de  distribuirse  por  los  órganos 

diana a modo de “Caballo de Troya”  [115]. En  los tejidos,  los monocitos maduran a 

macrófagos activando  la replicación del virus  [57, 58][57, 58], que a su vez activa  la 

respuesta  inmune  frente  a  los  antígenos  virales.  Se  producirá  una  infiltración  de 

células linfocitarias hacia el tejido y se reclutarán nuevos monocitos, tanto infectados 

en estado de latencia como no infectados susceptibles de infectarse, estableciéndose 

los procesos  inflamatorios característicos de  la  infección por SRLV. Se ha propuesto 

que,  a  través  de  los monocitos,  el  virus  podría  alcanzar  la médula  ósea  e  infectar 

células madre mieloides o células del estroma, lo que resultaría en la instauración de 

la  infección  durante  toda  la  vida  del  animal,  ya  que  la médula  ósea  actuaría  de 

reservorio y sería una fuente continua de células infectadas [130]. 

Tras el primer contacto del virus con el hospedador, se produce una breve 

viremia  inicial  que  conducirá  a  la  seroconversión  del  animal  por  la  síntesis  de 

anticuerpos frente a los antígenos virales [221]. Estos anticuerpos pueden neutralizar 

el virus en un principio, pero no son capaces de eliminar totalmente  la  infección ya 

que el virus se  inserta en el genoma celular entrando en un período de  latencia que 

puede durar semanas, meses o  incluso años. Después de este período, y provocado 

por distintos posibles  factores, el virus volverá a replicarse  induciendo una reacción 

inmunitaria  acompañada  de  la  infiltración/acumulación  de  linfocitos, macrófagos  y 

células plasmáticas en el tejido infectado, causando hiperplasia folicular, inflamación 

no supurativa y  fibrosis  [222]. La afección de  los  tejidos provoca  la aparición de  los 

cuadros  sintomáticos  típicos  conducentes  a  la muerte  del  animal  [223].  Además, 
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aparece un  tipo de  inmunodeficiencia  asociada  a  las manifestaciones  clínicas de  la 

infección, que se caracteriza por la incapacidad del animal de producir respuestas de 

recuerdo  frente  a  antígenos  de  SRLV  u  otros.  Este  fallo  del  sistema  inmune  se 

relaciona  con  la  disminución  de  los  niveles  de  moléculas  coestimuladoras  B7 

necesarias para la correcta presentación de los antígenos, la anergia de los linfocitos T 

y los bajos niveles de producción de interferón gamma [7, 224, 225]. Es por esto que 

las  infecciones  clínicas por SRLV  representan un peligro añadido para el animal, ya 

que no es capaz de luchar contra otros microorganismos patógenos, a pesar de que el 

animal continúe presentando elevados niveles de IgG1 frente a antígenos virales a los 

largo de su vida [226]. 

Los  tejidos  diana  de  los  SRLV  son  el  pulmón,  el  sistema  nervioso  central 

(CNS),  las  articulaciones  y  la  glándula  mamaria,  provocando  una  enfermedad 

inflamatoria multisistémica que cursa con neumonía, encefalitis, artritis y/o mastitis. 

Por lo general, uno de los órganos se ve mayormente afectado, aunque varios tejidos 

pueden mostrar lesión con severidad variable. El tipo y el grado del cuadro clínico que 

se desarrolla están determinados por distintos factores: por un lado, la base genética 

de  la especie,  raza o animal hospedador que condiciona  tanto  la  respuesta  inmune 

innata  como  adquirida  y  por  otro,  las  características  genéticas  y  biológicas  de  la 

estirpe infectante que condicionarán el tropismo y la virulencia. Así, algunas estirpes 

clásicamente  clasificadas  como  tipo  VMV  (genotipo  A)  son  más  neurovirulentas, 

mientras que  las  tipo CAEV  (genotipo B) han sido aisladas con mayor  frecuencia de 

animales  con  cuadros  artríticos.  Las  formas mamaria  y  articular  no  suelen,  por  sí 

solas,  causar  caquexia  y  muerte  del  animal,  aunque  provocan  un  reemplazo 

prematuro  debido  a  un  descenso  en  la  producción  de  leche  y  dificultades 

locomotoras. Las formas respiratoria y neurológica, en cambio, sí que conducen a un 

estado de  caquexia  y muerte,  ya que provocan disfunción  respiratoria o  alteración 

general  del  sistema  nervioso.  Las  lesiones  producidas  por  la  infección  se  pueden 

calificar  como  inmunomediadas,  ya  que  la  patología  deriva  principalmente  de  la 

respuesta inmune crónica del hospedador frente a los antígenos virales [226]. 
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Las  formas  pulmonar  y mamaria  son  las más  extendidas  en  el  territorio 

español, aunque profundizaremos en  las  formas artrítica y neurológica ya que en  la 

última  década  se  han  descrito  dos  brotes  con  esta  clínica  en  ovinos  de  Aragón  y 

Castilla  y  León,  respectivamente,  que  están  produciendo  gran  alarma  entre  los 

ganaderos afectados. 

6.1. FORMA PULMONAR 

El síntoma más característico de la afectación pulmonar por SRLV es la disnea 

o dificultad  para  respirar.  Precisamente  es  ese  el  significado  de  “maedi”,  término

islandés  con el que  se denominó a esta enfermedad detectada por primera vez en 

Islandia en  los años 30  y que estaba acompañada de un aumento en  la  frecuencia 

respiratoria, respiración abdominal y jadeo [227]. Este síndrome tiene gran relevancia 

con respecto a  la prevalencia y pérdidas económicas ocasionadas en ovinos, aunque 

parece  no  ser  tan  frecuente  en  ganado  caprino.  Los  síntomas  clínicos  están 

producidos  por  una  neumonía  intersticial,  que  aumenta  el  grosor  de  los  septos 

alveolares  y  reduce  progresivamente  la  capacidad  de  intercambio  gaseoso  de  los 

pulmones afectados [228]. Como consecuencia se produce una pérdida progresiva de 

peso, que  lleva  a  la  caquexia  y  termina  con  la muerte del  animal por  insuficiencia 

respiratoria.  

Macroscópicamente  los  pulmones  muestran  una  decoloración  gris  y  un 

notable  incremento de  tamaño y peso, acompañado de una  severa  linfadenitis con 

tumefacción de los nódulos linfáticos. También suele evidenciarse punteado gris en la 

superficie pleural pulmonar. A nivel microscópico, las lesiones se caracterizan por una 

acumulación  linfocitaria,  con  predominio  de  los  linfocitos  T  CD8+  [229],  unido  a 

hiperplasia del músculo liso y fibrosis de los pulmones. En los ganglios mediastínicos y 

traqueobronquiales  se  observa  una  hiperplasia  de  las  áreas  corticales  y 

paracorticales. 
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6.2. FORMA MAMARIA 

La forma mamaria fue descrita por primera vez en 1985 tanto en ovejas como 

en  cabras,  y  ya  entonces  se  consideró  una  vía  de  transmisión  eficiente  en  los 

neonatos  [230].  La  sintomatología  observada  es  una  mastitis  indurativa  difusa, 

bilateral y crónica que muchas veces está asociada a  la  forma pulmonar  [223, 231]. 

Afecta a animales adultos, de entre 3 y 5 años y suele pasar desapercibida ya que en 

estos animales es esperable cierto endurecimiento de las mamas y no cursa con dolor 

[1].  

A nivel macroscópico se observa un aumento del tamaño y consistencia de la 

glándula mamaria y de  los ganglios  linfáticos supramamarios. Microscópicamente, el 

síndrome  provoca  una  mastitis  intersticial  crónica  con  hiperplasia  de  folículos 

linfoides  y  una  intensa  fibrosis  que  modifica  la  estructura  normal  de  los  acinos 

glandulares. La replicación del virus en macrófagos y células epiteliales de  los acinos 

[232] produce una reacción inflamatoria intensa que afecta al parénquima glandular, 

septo interlobular y conductos galactóforos, cuya luz se obstruye parcial o totalmente 

provocando atrofia del tejido disminuyendo la producción de leche [5].  

6.3. FORMA ARTICULAR 

La  forma articular de  la enfermedad  se describió en  los años 80 en Estados 

Unidos  tanto  en  ovejas  como  en  cabras  [233,  234],  aunque  la  incidencia  es más 

elevada  y  tiene  mayor  importancia  en  ganado  caprino.  También  encontramos 

referencias que  la describen en Europa, pero de una manera bastante aislada [235]. 

Esta manifestación clínica se caracteriza por una hipertrofia de la articulación, artritis 

proliferativa crónica y sinovitis que provoca cojera y marcha dificultosa en el animal.  

Macroscópicamente  se  observa  engrosamiento  en  la  articulación  carpal, 

aunque  también  puede  estar  afectada  la  articulación  tarsal,  con  congestión  de  las 

membranas  sinoviales  y  fibrosis  de  la  cápsula  articular,  por  lo  que  el  cociente 

carpo/metacarpo está aumentado (>2.0) [236]. En estadios avanzados puede  incluso 

producirse  erosión  y  destrucción  del  cartílago  y  hueso.  A  nivel  microscópico  se 

observa  una  sinovitis  proliferativa  crónica,  apreciándose  hiperplasia,  angiogénesis, 
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infiltración de células  inflamatorias y necrosis de  la membrana sinovial. En el  líquido 

sinovial  se  detecta  un  aumento  de macrófagos,  células  plasmásticas  y  linfocitos  T, 

predominantemente  CD8+,  mientras  que  en  los  infiltrados  perivasculares  se 

acumulan  células  B  [237],  responsables  del  incremento  del  título  de  anticuerpos 

frente a gp135, que además puede corresponderse directamente con la severidad de 

la artritis [238].  

El ganado en España no manifiesta aparentemente esta forma clínica, aunque 

en los últimos años se ha detectado un brote artrítico en Aragón en ganaderías ovinas 

con una alta seroprevalencia a SRLV  (>80%)  [20] que aumenta en un 1‐2% anual en 

cada rebaño. El hecho de que en estas ganaderías coexistan ovinos y caprinos, y que 

las  cabras muestren  positividad  a  SRLV  además  de  lesiones  similares,  sugiere  una 

transmisión  interespecie del virus. La afección clínico‐patológica y  las  lesiones tanto 

macroscópicas  como  microscópicas  observadas  en  este  brote  son  similares  a  las 

descritas previamente, aunque en la mayoría de los casos las lesiones son moderadas 

y no provocan problemas locomotores. El carácter leve de las lesiones y la confusión 

con  infecciones por Mycoplasma podría ser  la explicación de  la baja  incidencia de  la 

forma  artrítica  en  España,  incidencia  que  podría  estar  subestimada.  Alrededor  del 

54% de los animales analizados mostraron lesiones microscópicas compatibles con la 

forma  pulmonar  y  el  77%  con  la  forma  mamaria,  lo  que  indicaría  una  infección 

policlonal  mediante  contacto  con  distintas  estirpes,  o  alternativamente  la  micro‐

evolución de una única estirpe en  los distintos tejidos [23, 24]. El estudio genético y 

biológico  de  aislados  de  este  brote  artrítico  podría  dar  luz  a  muchos  de  los 

interrogantes planteados, además de aportar  información de  las estirpes circulantes 

en España, que podría ser útil para mejorar los métodos diagnósticos que se utilizan 

hasta el momento. 

6.4. FORMA NERVIOSA 

La  forma nerviosa de  la  infección  comienza  con  la entrada de monocitos  al 

CNS o la infección de macrófagos perivasculares. El virus provocaría una alteración de 

la  barrera  hematoencefálica  produciendo  cambios  en  la  permeabilidad  vascular  e 
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incrementando la migración de células inflamatorias [239, 240]. Tras la invasión viral, 

se  produce  la  lesión  crónica  inflamatoria  no  purulenta  del  neuroparénquima, 

provocando  la  sintomatología  nerviosa,  que  incluye  debilidad  del  tercio  posterior, 

descoordinación motora o ataxia y parálisis que normalmente  conduce al postrado 

decúbito,  aunque  el  animal  permanece  alerta  y  responde  a  estímulos  externos. 

Cuando la enfermedad avanza, el animal entra en un estado comatoso que culminará 

con la muerte [17, 241]. 

Esta forma clínica se describió por primera vez en Islandia tras la epidemia de 

VMV que asoló  la  isla en  los años 40 [242], y que denominaron “visna”, desgaste en 

islandés. Desde  entonces  se  han  descrito  casos  esporádicos  en  otros  países,  como 

Estados Unidos, Holanda o Gran Bretaña,  generalmente  acompañados de  la  forma 

respiratoria  [186,  243‐245].  Sin  embargo,  en  los  últimos  años  se  han  detectado 

numerosos  casos  de  la  forma  nerviosa  en  ovinos  de  la  raza Assaf  del  nordeste  de 

España. Entre  los años 1997 y 2004 se diagnosticó  la enfermedad en el 4,4% de  las 

ovejas examinadas en Castilla y León, de  las que un 40% evidenciaban síntomas. Los 

animales afectados mostraron meningoencefalitis no supurativa, y alrededor del 50% 

tenían 2 años o menos, convirtiéndose además en  la causa principal de pérdida de 

animales  adultos  [17].  Se  han  detectado  casos  en  los  que  únicamente  la médula 

espinal  se  ve  afectada,  hecho  que  ocurre  en  muy  pocas  ocasiones  [246].  Se  ha 

diagnosticado  incluso en animales muy  jóvenes en distintas ganaderías, en corderos 

de  entre  4  y  6 meses,  exhibiendo  afección  principalmente  en  los  pedúnculos  del 

cerebelo  [247].  Algunos  estudios  preliminares  indican  que  la  distribución  de  este 

brote podría no estar restringida geográficamente [248] apuntando a  la  importancia 

de identificar animales infectados por la estirpe circulante en dicho brote.  

Macroscópicamente no son frecuentes  las  lesiones en el cerebro o  la médula 

espinal,  aunque  ocasionalmente  se  ha  identificado  daño  tisular  severo  con 

licuefacción de  zonas de  la  sustancia blanca del encéfalo  y malacia en  zonas de  la 

médula espinal [1, 17, 242]. A nivel histológico, se observa una meningoencefalitis no 

purulenta  crónica,  generalmente  acompañada de desmielinización.  Se han descrito 

tres  patrones  lesionales  distintos,  según  la  localización  del  daño  [246]:  el  patrón 
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vascular, en el cual  las células mononucleares se organizan en  forma de manguitos 

perivasculares, el  infiltrativo, en el que se produce además  infiltración no purulenta 

del  neuroparénquima  y  el  malácico,  cuya  principal  característica  es  la 

desmielinización. Más de un patrón de este tipo puede coexistir en un mismo animal 

[249]. 

Recientemente  se  ha  descrito  una  clasificación  de  las  lesiones  nerviosas 

atendiendo a  la naturaleza de  las poblaciones  celulares presentes en  los  infiltrados 

inflamatorios, a  la  localización y al grado del daño. Así, existen  lesiones  linfocíticas o 

histiocíticas  con  predominio  de  linfocitos  o  macrófagos,  respectivamente  [250]. 

Dentro  del  patrón  linfocítico  se  distinguen  dos  tipos,  el  A,  en  el  que  la  lesión  se 

localiza en plexo coroideo y meninges, apenas hay afectación del neuroparénquima y 

hay  predominio  de  linfocitos  T;  y  el  B,  en  el  que  la  región  más  afectada  es  el 

neuroparénquima, apenas hay lesión en el plexo coroideo y meninges y predominan 

los  linfocitos  T  CD8+.  El  patrón  histiocítico  se  asocia  con  lesiones más  severas  y 

predominio de macrófagos. También se distinguen en este patrón dos tipos, el A que 

presenta afectación principal en plexo coroideo y meninges y acumulación además de 

linfocitos  B;  y  el  B,  que  se  corresponde  con  las  lesiones más  severas,  abundantes 

macrófagos  con  citoplasmas  espumosos,  extensas  zonas  de  malacia  y 

desmielinización  del  neuroparénquima.  Estos  patrones  lesionales  pueden  estar 

relacionados  con  diferentes  estadios  o  diferentes mecanismos  de  resistencia  a  la 

enfermedad,  dándose  un  solo  patrón  para  cada  individuo.  Las  lesiones  linfocíticas 

aparecen en los estadios iniciales o latentes de la enfermedad, en los cuales el animal 

puede  presentar  cierto  tipo  de  resistencia  natural  a  la  infección.  Los  patrones 

histiocíticos  son más  severos y pueden deberse a una pobre  respuesta  inmune por 

parte del hospedador y/o a una mayor virulencia de la estirpe viral [240]. 

El análisis de los brotes nerviosos con un alto número de casos clínicos, como 

el descrito en Islandia, el observado en algún rebaño de Gran Bretaña o el descrito en 

España, podría darnos pistas de los determinantes de la enfermedad nerviosa. Por un 

lado, en todos los casos la prevalencia de la infección era muy alta, entre un 60% y un 

90%. Además, podría considerarse una predisposición genética del hospedador o  la 
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raza,  ya  que  la  forma  nerviosa  se  ha manifestado  sobre  todo  en  razas  de  aptitud 

lechera.  El manejo  intensivo  del  ganado  podría  ser  también  un  determinante,  que 

conllevaría  una  alta  tasa  de  infecciones  y  reinfecciones.  Por  último,  la  propia 

naturaleza de  la estirpe que está provocando  la enfermedad podría  ser decisiva. A 

este  respecto,  en  la  bibliografía  encontramos  numerosos  estudios  de  aislados  del 

brote nervioso acaecido en Islandia, habiéndose caracterizado de manera exhaustiva. 

Por  un  lado,  dos  estirpes  con  menos  de  un  1%  de  diferencia  en  su  secuencia 

genómica, difieren en la inducción de enfermedad siendo una altamente patogénica y 

la  otra  baja  [251].  Por  otro  lado,  determinantes  en  el  LTR  parecen  determinar  la 

capacidad de las estirpes para colonizar el SNC [102]. El aislamiento, la caracterización 

y  comparación  de  aislados  del  brote  de  España  con  los  del  brote  islandés  podría 

darnos  mucha  información  a  este  respecto  y  dilucidar  si  la  genética  viral  es  un 

determinante de la forma clínica. 

7. RESPUESTA INMUNE INNATA

Durante  la  evolución,  los  mamíferos  han  desarrollado  mecanismos  para

protegerse  de  las  infecciones  virales.  El  sistema  inmune  adaptativo  es 

fundamentalmente el  responsable de conferir protección  frente a  los virus, pero su 

principal escollo es que se activa como respuesta a un estímulo,  frecuentemente el 

del  propio  virus  que  ya  se  está  replicando.  Además  de  la  efectiva  respuesta 

adaptativa,  existen  otras  proteínas  con  actividad  antiviral  en  las  células  con 

independencia  de  la  estimulación  por  parte  del  patógeno,  que  pueden  ejercer  un 

papel  importante en el control de  la  susceptibilidad del  individuo a  la enfermedad. 

Estas  proteínas  forman  parte  de  la  denominada  inmunidad  intrínseca  antiviral, 

definida  como  una  forma  de  inmunidad  innata  que  directamente  restringe  la 

replicación  y  el  ensamblaje  viral  [22,  252,  253].  Los  factores de  restricción  forman 

parte  de  esta  defensa  celular  intrínseca,  y  son  proteínas  antivirales  expresadas  de 

manera constitutiva en ciertos tipos celulares, o inducida por interferón en otros, que 

inhiben  algún  paso  del  ciclo  viral.  Así,  su  actividad  está  presente  en  la  célula  sin 
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requerir señalización provocada por el virus u otro tipo de comunicación intracelular, 

aunque su expresión puede verse aumentada tras la infección viral. 

Los  factores  de  restricción  reconocen  componentes  genéricos  virales 

conocidos como patrones moleculares asociados a patógenos  (Pathogen Associated 

Molecular Patterns, PAMPs) mediante los receptores de reconocimiento de patrones 

(Pattern‐Recognition  Receptors,  PRRs)  [254].  Los  PRRs  inhiben  la  infección  viral 

indirectamente induciendo la producción de interferón y respuestas proinflamatorias, 

mientras que los factores de restricción bloquean la replicación viral de forma directa 

[22] (Figura 4). 

Los múltiples  contactos  con  los  factores  de  restricción  durante  la  evolución 

han  dado  lugar  a  la  aparición  de  contramedidas  virales,  codificadas  por  los  genes 

accesorios,  que  excluyen  dichos  factores  recuperando  así  la  infectividad.  Los  virus 

defectivos en este antagonista serán capaces de replicarse sólo en los tipos celulares 

que no expresen estos factores de restricción. Así, las líneas celulares que permiten la 

replicación viral no expresan el  factor de restricción y son denominadas permisivas, 

mientras que las que no la permiten se denominan no permisivas y lo expresan. Estas 

líneas celulares han sido utilizadas para identificar por un lado factores de restricción 

celulares  y,  por  otro,  los  correspondientes  antagonistas  virales. Dado  que  entre  el 

factor de restricción y su antagonista se da una interacción directa proteína‐proteína, 

éstos  muestran  una  tasa  de  evolución  inusual  en  la  secuencia  aminoacídica, 

mostrando codones con una alta selección positiva. Y por último, la expresión de los 

factores  de  restricción  está  íntimamente  ligada  a  la  respuesta  inmune  innata, 

concretamente está fuertemente  inducida por  interferón de tipo  I. En el caso de  los 

lentivirus, los factores de restricción más estudiados son TRIM5, teterina y APOBEC3.



Introducción 

53 

Figura 4: Factores de  restricción  frente a  los  retrovirus  (APOBEC3, TRIM5, Teterina y SAMHD1) e  interacciones con proteínas virales accesorias 
(Vpu, Vif, Vpx, Nef) de defensa viral frente a los factores celulares. Cada factor retroviral tiene como diana un paso específico del ciclo viral e inhibe 
la replicación viral mediante mecanismos diferentes. El proceso de hipermutación mediado por APOBEC3 se indica en el panel. Extraído de [253].  
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7.1. TRIM5 (tripartite motif‐containing 5) 

Inicialmente se describió en humanos la proteína Restriction factor‐1 (Ref‐1) y 

en  primates  la  proteína  Lentivirus  susceptibility  factor‐1  (Lv1)  como  factores 

inhibitorios de  la  infección retroviral  [255]  [256]. Ambas restringían  la  infección por 

retrovirus  (N‐MLV) pero  también por  lentivirus  (HIV‐1, HIV‐2, SIVmac y EIAV)  [257], 

bloqueando la infección antes de la retrotranscripción [252, 258]. El bloqueo de esta 

infección  se  podía  evitar  manipulando  la  secuencia  de  la  cápside  vírica,  y  era 

saturable, dominante e  independiente de  la  ruta de entrada. En 2004  se descubrió 

TRIM5α como parte de  la familia de moléculas TRIM en el macaco rhesus [259] y se 

demostró  que  Ref1  y  Lv1  estaban  codificadas  por  variantes  del  gen  TRIM5α 

específicas de especie [260, 261]. Además de en humanos y primates, se ha descrito 

también actividad antiviral mediada por TRIM5α en ganado bovino, en  conejos, en 

liebres y en ovinos  [95, 262‐264],  lo que  sugiere que estos genes proceden de una 

secuencia ancestral con actividad antiviral y que esta defensa antiviral está extendida 

en todos los mamíferos. Generalmente TRIM5α ha sido caracterizado como factor de 

restricción  frente  a  virus  heterólogos,  responsable  de  la  barrera  entre  especies, 

mostrando  poca  o  nula  actividad  frente  a  los  retrovirus  que  infectan  la  propia 

especie. Así,  TRIM5  de humanos  carece  de  actividad  frente  a HIV‐1  pero  restringe 

activamente  la  replicación de  EIAV  y MLV‐N.  Las diferencias  en  la  especificidad de 

TRIM5α así como en  los niveles de expresión pueden modificar  la permisividad a  la 

infección, como en el caso de TRIM5α ovino frente al virus VMV [95, 265, 266]. 

Aunque  las  proteínas  de  la  familia  TRIM  presentan  diferentes  funciones, 

poseen  una  estructura  y  organización  de  dominios  muy  similar,  con  elementos 

comunes como el motivo tripartito RBCC en el extremo amino terminal, que consta 

de un dominio RING con actividad E3 ubiquitina  ligasa, uno o dos dominios B‐Box y 

una región Coiled‐coil [267]. La isoforma TRIM5α, activa frente a retrovirus, contiene 

en el extremo carboxilo terminal un dominio B30.2, también llamado PRYSPRY, que se 

une  a  la  cápside  retroviral  [268].  PRYSPRY  es  el  mayor  determinante  de  la 

especificidad de la diana viral o del espectro de retrovirus que se restringen por una 

variante de TRIM5α en particular [269]. 
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Aunque  no  se  conoce  con  exactitud  la  forma  en  que  TRIM5α  restringe  la 

infección por retrovirus, se estima que el hito más importante es el reconocimiento y 

la unión de la cápside vírica en una etapa temprana del ciclo viral tras la entrada en la 

célula. Los dímeros de TRIM5, a  su vez, multimerizan en hexámeros, constituyendo 

una red que es complementaria a la cápside vírica. En la formación de los hexámeros 

están implicados los dominios CC, B‐Box2 y la región Linker 2 (L2) situada entre CC y 

PRYSPRY [270]. Sin embargo, el dominio que reconoce la cápside vírica y se une a ella 

es PRYSPRY [271, 272]. 

El mecanismo de acción más aceptado en  la comunidad científica tiene  lugar 

en dos fases. La primera de ellas es suficiente para la inhibición de la infección viral y 

consiste en la unión de TRIM5α a la cápside vírica. En la segunda fase TRIM5α induce 

una  desencapsidación  abortiva  del  virus  unido,  por  una  vía  dependiente  del 

proteasoma, probablemente por autoubiquitinación mediada por el dominio RING. 

TRIM5α  también  se  ha  visto  implicado  en  la  restricción  de  la  infección  de 

retrovirus en una etapa tardía (conocida como late restriction) en la que TRIM5 evita 

la  producción  de  viriones  en  la  célula  infectada  de  una  forma  independiente  del 

dominio  PRYSPRY,  identificando  los  dominios  RBCC  como  responsables  de  la 

especificidad en este tipo de restricción [273]. La restricción en esta etapa implica una 

interacción  entre  TRIM5α  y  los  componentes  virales  durante  el  ensamblaje  de  los 

nuevos viriones. El papel relativo que juegan las dos etapas, temprana y tardía, en la 

restricción frente a  los distintos virus depende de  la especie de mamífero de  la que 

procede TRIM5α y del virus al que éste restringe [274]. 

Aunque  su mecanismo  de  acción  sea  desconocido  todavía,  está  claro  que 

TRIM5α  representa  un  arma  del  sistema  inmune  para  bloquear  la  infección  por 

retrovirus. Su expresión es  constitutiva pero aumenta por  inducción  con  interferón 

tipo  I, a través de un sitio  IRF3 en el promotor de TRIM5α, quedando así conectado 

con el sistema inmune [275] . 
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7.2. TETERINA (BST‐2 o CD317) 

La teterina fue identificada como la proteína responsable de provocar el fallo 

en la salida de la célula de los viriones de nueva formación en la infección por el virus 

HIV‐1  deficiente  en  el  gen  accesorio  vpu  [98,  99].  Este  hecho  concordaba  con 

observaciones anteriores donde la deleción del gen vpu en HIV‐1 correspondía con el 

descenso de 5 a 10 veces de la salida del virus de células T, sin detectarse ningún fallo 

en la expresión del resto de los genes virales [276]. Se demostró que esta deficiencia 

en  la  salida  era  dependiente  del  tipo  celular  y  que  las  partículas  virales maduras 

permanecían ancladas a la célula en ausencia de Vpu, acumulándose en la membrana 

plasmática y en compartimentos celulares [277]. El responsable de ello resultó ser un 

factor  de  restricción  expresado  en  la  superficie  de  las  células  e  inducible  por 

interferón, la teterina [278, 279]. Además, se evidenció la unión física de la teterina a 

las partículas virales  Δvpu en  la  superficie  celular y en  compartimentos  celulares, y 

que  Vpu  y  la  teterina  interactúan  por medio  de  sus  hélices  transmembrana  [280, 

281]. 

Estudios  con una proteína  artificial diseñada  con dominios  topológicamente 

similares a los que componen la teterina pero sin homología en la secuencia, revelan 

que el determinante de la función es la estructura y no la secuencia aminoacídica, ya 

que  la proteína artificial  restringe  la  liberación de  los viriones de  forma  similar a  la 

teterina natural. La teterina inhibe la salida de los virus anclándolos directamente a la 

célula,  por  lo  que  no  requeriría  de  cofactor  celular  alguno  y  no  se  daría  un 

reconocimiento específico de las proteínas virales, como es el caso de otros factores 

de  restricción. De hecho,  la  teterina  se  concentra en  las  zonas por  las que el  virus 

realiza  la  salida de  la célula y  se  incorpora en  la membrana  lipídica de  los viriones, 

atándolos así a la membrana celular [282]. 

La estructura de la teterina incluye un dominio amino terminal citoplasmático, 

un  dominio  transmembrana,  un  dominio  extracelular  Coiled‐coil  y  un  dominio  de 

anclaje a membrana C‐terminal de glicosilfosfatidil inositol (GPI) [99]. Esta estructura 

posibilitaría,  de manera  simultánea,  asociarse  tanto  a  la  envoltura  viral  como  a  la 

membrana  celular.  Los  dímeros  de  teterina  adoptan  una  configuración  axial  en  su 
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estado funcional y tanto el par de dominios transmembrana como el par de anclajes 

GPI pueden insertarse en las partículas virales que se están ensamblando, quedando 

atrapados  en  la  membrana  celular  mediante  el  par  de  anclajes  restante.  Se  ha 

demostrado preferencia del par de anclajes GPI por la unión al virus y a la célula por 

los  dominios  transmembrana,  que  dejaría  el  dominio  N‐terminal  expuesto  al 

citoplasma de  la célula donde podría ejercer su función efectora [283]. Por un  lado, 

los viriones  capturados  se  internalizan por endocitosis y  se degradan en  lisosomas, 

por lo que la teterina tiene que interactuar con la maquinaria endocítica [284] y por el 

otro,  se  ha  observado  que  la  teterina  inicia  cascadas  de  señalización,  activando  el 

sistema inmune innato [22]. 

El espectro de restricción de la teterina humana es amplio, y además de inhibir 

la liberación de varios retrovirus también inhibe filovirus o herpesvirus [285, 286]. No 

todos los virus poseen la proteína accesoria Vpu para contrarrestar la Teterina, por lo 

que han desarrollado otros mecanismos para poder hacer frente a  la restricción por 

teterina.  Por  ejemplo,  en  el  caso  de  SIV  la  proteína  accesoria  Nef  acelera  la 

endocitosis [287], y en infecciones por HIV‐2 la proteína Env acelera la internalización 

de la teterina [288]. Sin embargo, no se han descrito proteínas en el genoma de SRLV 

capaces de contrarrestar la acción de la teterina ovina.  

La interacción de distintas proteínas virales de lentivirus de primates mediante 

mecanismos  diversos  con  la  teterina  pone  de manifiesto  la  contribución  de  este 

factor de restricción en la evolución de esos lentivirus. De igual manera, la teterina ha 

co‐evolucionado,  evidenciando  selección  positiva  en  la  cola  citoplasmástica  por 

donde  ejerce  su  acción  antagonista  Nef,  y  en  el  dominio  transmembrana  que 

gobierna  la  sensibilidad  del  antagonismo  ejercido  por  Vpu  [281].  Fruto  de  esta 

coevolución  podría  ser  el  hecho  de  que  las  proteínas  antagonistas  de  la  teterina 

posean especificidad de especie [287, 289]. 
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7.3. APOBEC3 (CEM15) 

La  familia de  las proteínas APOBEC,  apolipoprotein B mRNA editing enzyme 

catalytic polypeptide, está  caracterizada por  la presencia de uno o dos motivos de 

unión a Zn2+  con  la  secuencia  consenso HxEx23‐28PCx2‐4C  (dominio Z) que  cataliza  la 

desaminación  de  citosinas  en  un  amplio  espectro  de  dianas  ADN  y  ARN.  Estas 

proteínas eliminan el grupo amino  (NH2) de  las citosinas convirtiéndolas en uracilos 

[290].  A  esta  familia  pertenecen  la  proteína  AID  (activation‐induced  cytidine 

deaminase)  involucrada  en  la  hipermutación  somática  y  la  diversificación  de 

anticuerpos,  APOBEC1  que  edita  el  RNAm  de  la  apoliproteína  B  introduciendo  un 

codón  stop  y  creando dos RNAm distintos  importantes en el metabolismo  lipídico, 

APOBEC2  relacionado  con  la  diferenciación  muscular,  APOBEC3  que  restringe 

retroelementos  y  diferentes  tipos  de  virus  y  APOBEC4  que  se  ha  localizado  en 

testículos aunque su función no ha sido aún determinada. 

El estudio de  las secuencias A3 de artiodáctilos como cerdos, ovejas o vacas, 

sugieren que el ancestro común con los primates poseía un repertorio A3 constituido 

por  tres  dominios  desaminasa  o  Z  (Z1,  Z1  y  Z3)  [291].  Mediante  procesos  de 

recombinación  y bajo  la  selección ejercida por  infecciones  con  antiguos  retrovirus, 

este repertorio se habría expandido en humanos hasta alcanzar  los ocho genes que 

presenta en la actualidad (A3A‐H), que se traducen en tres proteínas con un dominio 

Z único  (A3A, A3C y A3H) y cuatro con dos dominios desaminasa  (A3B, A3DE, A3F y 

A3G) [292] (Figura 5). Ovinos y bovinos presentan tres dominios Z, aunque por medio 

de  corte  y  empalme  génico  (splicing)  alternativo  codifican  cuatro  proteínas  (A3Z1, 

A3Z2, A3Z3 y A3Z2Z3),  todas ellas con actividad citosina desaminasa  sobre DNA de 

cadena  simple.  A3Z2Z3  se  localiza  en  el  citoplasma,  mientras  que  las  demás  se 

encuentran también en el núcleo.  
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Figura 5. Similitud de  las secuencias de amino ácidos de  las proteínas APOBEC3 humanas. 
Las  secuencias  amino  acídicas  de  los  dominios  catalíticos  amino‐terminal  (NTD)  y  carboxi‐
terminal (CTD) de las distintas proteínas APOBEC3 de humano han sido alineadas mediante el 
programa Clustal W60 y  la  longitud de  las  líneas  representa  la  similitud de  secuencias.  Las 
proteínas APOBEC3 se agrupan en Z1, Z2 y Z3. Extraído de [293]. 

La primera proteína APOBEC3 (A3) identificada fue A3G durante el estudio de 

la proteína accesoria Vif de HIV‐1. Se había observado que Vif era necesaria para  la 

infección  de  algunos  tipos  celulares,  pero  no  de  otros  [27].  La  fusión  de  células 

permisivas y no permisivas daba  lugar a células híbridas que mantenían el  fenotipo 

restrictivo,  sugiriendo  la existencia de  algún  factor  celular  antiviral  [294].  Sheehy  y 

colaboradores aislaron en el año 2002  la proteína  celular  responsable de  inhibir el 

virus HIV‐1 en ausencia de Vif, CEM15, que más tarde se denominaría A3G [36]. 

Las  proteínas  A3  han  sido  ampliamente  estudiadas  en  la  restricción  de 

lentivirus como HIV, SIV o EIAV [295‐297]. Cabe destacar que  investigaciones en HIV 

con cohortes de pacientes han confirmado una mayor expresión de A3G en personas 

expuestas  seronegativas  y  en  individuos  controladores  de  la  replicación,  en 

comparación con personas sanas y pacientes progresores  típicos,  lo que  refuerza  la 

importancia de la actividad antiviral de A3 in vivo [298‐300]. 
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A3  también  ejerce  su  actividad  frente  a  otros  retrovirus  incluyendo 

gammaretrovirus  (virus de  la  leucemia murina,  virus del  tumor mamario de  ratón) 

[301, 302], virus del sarcoma de Rous [303], virus de la leucemia humana de células T 

tipo 1 [304] y virus espumosos [305]; o frente a virus de otras familias, como virus de 

la  hepatitis  B  [306,  307],  parvovirus  [308],  virus  del  herpes  simple  1  [309]  y 

papilomavirus [310] con diferentes grados de intervención de la actividad enzimática 

dependiendo  de  si  los  estudios  se  han  llevado  a  cabo  in  vivo  o  in  vitro.  Además 

inhiben  retrotransposones con o sin LTR  [311]. Se ha sugerido que  las proteínas A3 

existen, por  lo menos en parte, para prevenir  la  transmisión  zoonótica de  los virus 

[312]. 

7.3.1. MECANISMOS DE ACCIÓN 

Las proteínas A3 son empaquetadas en las partículas virales que se forman en 

las células infectadas y son transportadas por el mismo virus a la próxima célula diana 

donde  ejercerán  su  acción.  A3  inhibe  la  replicación  viral  mediante  mecanismos 

dependientes e  independientes de desaminación. Durante  la retrotranscripción del 

RNA viral A3 puede unirse a la cadena simple de DNA (‐) y provocar la desaminación 

de citosinas (C) a uracilos (U), que provocará una mutación de guanina (G) a adenina 

(A) en  la  cadena de DNA positiva.  Las  cadenas de DNA que  contienen uracilos  son 

diana  de  la  uracil‐DNA  glicosilasa  (UNG),  que  al  ejercer  su  acción  provoca  un  sitio 

abásico que conllevará  la degradación del DNA mediante endonucleasas. De hecho, 

algunos autores han demostrado la incorporación de UNG en las partículas de HIV‐1 a 

través  de  interacciones  con  las  proteínas  del  virión  Vpr  o  Integrasa  [313,  314].  El 

uracilo de  las cadenas que no son degradadas es sustituido por  timina  (T) y el DNA 

proviral continúa el ciclo insertándose en el genoma celular. Las hipermutaciones de 

G a A provocan  cambios aminoacídicos en  las proteínas y acumulación de  codones 

stop que provocan virus defectuosos e  incluso  llegan a ser  letales para  la viabilidad 

viral  [315].  Por  otro  lado,  una  tasa  de  cambios  o  mutaciones  por  debajo  de  la 

hipermutación letal puede contribuir a aumentar la heterogeneidad de los lentivirus y 

su adaptación al hospedador [316]. 



Introducción 

61 

Las distintas proteínas A3 desaminan preferentemente citosinas localizadas en 

un contexto específico. Así, A3G muta la citosina subrayada en un contexto 5’‐CC a CU 

en  la cadena negativa que provoca mutaciones 5’‐GG a AG en  la positiva, mientras 

que A3B, A3DE, A3F, A3H y A3A tienen predilección por  la desaminación 5’‐TC a TU 

que causa mutaciones 5’‐GA a AA en la cadena positiva; A3DE también muta 5’‐GC a 

GU que da lugar a mutaciones 5’‐GC a AC [317]. Los tres tipos de mutaciones han sido 

observados en pacientes con HIV‐1, aunque aún no se ha descubierto qué proteína 

provoca las mutaciones 5’‐GT a AT. 

Además, A3 muestra preferencia por algunas  regiones del genoma viral que 

son hipermutadas de manera más extensa que otras. El DNA proviral hipermutado 

exhibe dos gradientes o twin gradient, uno con aumento de frecuencia de mutaciones 

que va desde el PBS al tracto de polipurinas central  (cPPT)  localizado en el gen pol, 

concretamente en la integrasa, y un segundo gradiente con incremento de frecuencia 

mutacional desde el cPPT hasta el tracto de polipurinas 3’ (3’PTT) inmediatamente en 

dirección 5’  (upstream) de  la 3’‐LTR  [318]. Tanto cPPT como 3'PTT son  regiones del 

genoma viral resistentes a  la actividad de  la RNAasa H y se utilizan como cebadores 

para la síntesis de la cadena de DNA positiva. Se considera que estos gradientes están 

relacionados con  la mayor accesibilidad de  la cadena  simple de DNA negativa a  las 

proteínas A3 durante  la retrotranscripción, es decir, con el tiempo que  la cadena de 

DNA negativa permanece como cadena simple. 

Las  proteínas  A3  con  dos  motivos  coordinados  de  Zn  no  suelen  mostrar 

actividad desaminasa en ambos dominios, excepto A3B. Así, las proteínas A3G o A3F 

de  humano  ejercen  su  actividad  desaminasa  mediante  el  dominio  Z  C‐terminal, 

mientras que el dominio N‐terminal no es catalíticamente activo, sino que tiene gran 

afinidad por el RNA y determina  la  capacidad de empaquetamiento en  los viriones 

[319].  Esta  distribución  de  la  actividad  en  los  diferentes  dominios  Z  no  está 

generalizada  en  todas  las proteínas A3  con dos dominios. A3Z2Z3 de  artiodáctilos, 

homólogo  a  A3F  humano,  concentra  su  actividad  desaminasa  en  el  dominio  Z  N‐

terminal  y  no  en  el  C‐terminal,  y  además  exhibe  un  patrón  de  preferencia  de 

dinucleótidos  más amplio [320]. 
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En  cuanto  a  la  interacción  virus‐hospedador,  diferentes  estudios  han 

determinado  los motivos  aminoacídicos  de  la  secuencia  de  A3  que  son  relevantes 

para el empaquetamiento en  los viriones,  la  interacción con Vif o residuos fuera del 

dominio   Z que son críticos para  la actividad enzimática (revisado en [317]). Aunque 

algunos  motivos  se  conservan  en  distintas  proteínas  A3,  también  se  observan 

diferencias. La proteína A3G se empaqueta en  los viriones de HIV‐1 por medio de  la 

interacción dependiente de RNA entre el dominio Z N‐terminal y el motivo 124YYxW127 

con  la  nucleocápside  vírica, motivo  que  también  utiliza  A3H  [321‐323].  El  residuo 

triptófano (Y) 315 situado en el motivo de unión a DNA de A3G, también presente en 

A3F, es crucial para  la actividad desaminasa, y su reemplazo por una cisteína  (C) en 

A3DE  provoca  una  disminución  drástica  de  la  actividad  [324].  Con  respecto  a  la 

interacción  con  Vif,  A3F,  A3DE  y  A3C  utilizan  el  motivo  EFLARH  en  dirección  3’ 

(downstream) del dominio Z activo, mientras que A3G emplea el motivo  128DPDY131 

próximo al dominio Z N‐terminal no activo  [325, 326]. Estos motivos de unión a Vif 

podrían  ser  diana  para  nuevas  terapias  génicas  en  la  lucha  contra  infecciones 

lentivirales. 

Además  de  la  actividad  desaminasa  descrita  hasta  ahora,  también  se  han 

observado mecanismos  independientes de  la actividad desaminasa en relación a  la 

actividad  antiviral  [327]. A3  es  capaz  de  bloquear  físicamente  la  retrotranscripción 

impidiendo el alineamiento del iniciador de tRNALys‐3 al RNA genómico por unión a la 

nucleocápside  viral  [328],  reduciendo  la  procesabilidad  de  la  RT  en  la  elongación 

[329], o  inhibiendo  la  transferencia de  las cadenas de DNA viral en el cebado de  la 

retrotranscripción  que  está  relacionada  con  la  capacidad  de  A3  de  prevenir  la 

degradación  del  RNA  por  RNAasa H  en  el  híbrido  RNA/DNA  [330].  También  se  ha 

relacionado con el bloqueo de  la  integración del provirus en el genoma celular [331, 

332].  Este  mecanismo  independiente  de  desaminasa  ha  sido  muchas  veces 

cuestionado porque parece estar en relación con  la cantidad de proteína presente y 

se ha especulado que podrían darse sólo en modelos de sobreexpresión de A3. Sin 

embargo,  estudios  recientes  con  niveles  fisiológicos  de  A3  demuestran  tanto 

hipermutación como inhibición de la retrotranscripción en células T CD4+ [333]. 
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La capacidad antiviral de A3 puede estar relacionada con la conformación que 

adopta en las células. En células T CD4+ de sangre periférica resting o no estimuladas, 

refractarias a  la  infección por HIV‐1, A3G se encuentra predominantemente en una 

forma de bajo peso molecular  (low molecular mass,  LMM) enzimáticamente  activa 

[334].  La  estimulación  de  las  células  no  activas  con mitógenos  in  vitro  produce  el 

reclutamiento  de  A3G  LMM  en  complejos  de  alto  peso molecular  (high molecular 

mass, HMM) de 5‐15 MDa donde  la actividad  citosina desaminasa está  inhibida, al 

mismo tiempo que aumenta la permisividad a la infección por el virus. Además, Vif se 

ensambla con A3G presente en los complejos HMM y lo poliubiquitina. El tratamiento 

de  A3  HMM  con  RNAasa  A  libera  las  formas  LMM  activas,  lo  que  manifiesta  la 

naturaleza  ribonucleoproteica  de  HMM.  Las  células  T  CD4+  resting  de  órganos 

linfoides,  en  cambio,  son  permisivas  a  la  infección  [335]  y  precisamente  A3G  se 

encuentra  en  complejos  HMM  inducidos  por  el  ambiente  de  citoquinas  presente 

[336].  De  la  misma  manera,  la  resistencia/permisividad  a  la  infección  de 

monocitos/macrófagos se correlaciona con la presencia de las formas LMM/HMM de 

A3G,  respectivamente  [114,  334,  337].  Pese  a  todas  estas  evidencias,  no  se  ha 

demostrado una relación directa entre A3G y  la restricción de HIV‐1 en  las células T 

CD4+ resting, ya que el silenciamento del RNAm de A3G o la supresión de la proteína 

mediante  la expresión de Vif en estas células no revierte  la resistencia a  la  infección 

[338, 339]. La conformación de A3  incorporado en  los viriones o passenger también 

ha sido cuestionada, pudiendo darse tres opciones posibles: A3 formando complejos 

HMM, A3 LMM  liberado de complejos HMM o A3 de nueva síntesis en forma LMM. 

Se  ha  determinado  que  la  proteína  A3G  de  los  viriones  de  HIV‐1  es  de  nueva 

formación y que la interacción con el RNA viral inhibe su actividad, activándose en la 

célula durante  la retrotranscripción al degradarse el RNA por acción de  la RNAasa H 

[340]. 

Estudios  con  A3G  exógeno  en  células  293T  y  A3G  endógeno  en  células  T 

indican que existe un inhibidor de la actividad desaminasa en las células diana de los 

lentivirus  que  no  está  presente  en  las  células  293T,  por  lo  que muchos  estudios 

podrían estar evidenciando procesos de  restricción difícilmente  trasladables  in  vivo 
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[341]. Los lisados de las líneas celulares que expresan A3G exógeno exhiben actividad 

desaminasa  tras el  tratamiento con RNAasas, que degradan  los complejos  inactivos 

HMM,  mientras  que  la  actividad  desaminasa  en  células  T  CD4+  permanece  casi 

indetectable. Los resultados sugieren que las células T expresan un factor inhibidor de 

la  actividad  desaminasa  responsable  de  la  baja  hipermutación.  Este  inhibidor  no 

caracterizado podría proteger el DNA del hospedador y podría tener implicaciones en 

la actividad antiviral de A3G in vivo. 

 

7.3.2. NEUTRALIZACIÓN MEDIANTE VIF VIRAL 

Todos  los  lentivirus,  excepto  EIAV,  han  co‐evolucionado  expresando  la 

proteína  accesoria  Vif  que  contrarresta  la  acción  antiviral  de  las  proteínas  A3 

celulares mediante mecanismos  que  implican  degradación  por  el  proteasoma. Vif 

induce la poliubiquitinización y posterior degradación vía proteasoma de A3 mediante 

el  secuestro  del  complejo  E3  ubiquitina  ligasa,  compuesto  por  la  proteína  de 

andamiaje Cullin5  (Cul5),  las elonginas B y C  (EloB y EloC),  la subunidad 2 RING‐box 

(RBX2) y  la enzima  conjugadora E2  [342].  La  interacción entre Vif y el  complejo E3 

ubiquitina  ligasa  se  produce  mediante  tres  motivos  ubicados  en  el  extremo  C‐

terminal de la proteína accesoria: el motivo dedo de Zn HCCH (108Hx5Cx17‐18Cx3‐5H
139) 

se  une  a  Cul5  [343,  344],  144SLQYLA149  del  dominio  BC‐box  a  EloC  [345,  346]  y  el 

motivo 161PPLP164 a EloB [347]. Además, 161PPLP164 también determina la dimerización 

de Vif y la interacción con A3G. Los motivos de Vif que interaccionan con A3 también 

han  sido  determinados,  y  están  ampliamente  distribuidos  por  la  región N‐terminal 

(revisado  en  [317]),  concretamente  YRHHY  a  A3G  [348]  y  DRMR  a  A3F  [349].  El 

estudio  de  estos motivos,  que  son  críticos  para  la  interacción  entre  A3,  Vif  y  el 

complejo  E3  en  la  degradación  de  A3,  podría  originar  nuevas  terapias  antivirales. 

Además,  recientemente  se ha descubierto que el  cofactor CBF‐β es necesario para 

facilitar  la  interacción Vif‐Cul5  y  producir  la  degradación de A3  vía  proteasoma  en 

humanos  [350,  351].  Zhang  y  colaboradores  han  descrito  recientemente  que  la 

degradación  de  A3Z2Z3  de  ovinos  mediante  Vif  de  SRLV  es  dependiente  del 
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proteasoma,  pero  independiente  del  factor  CBF‐β  [352],  añadiendo  excepciones  al 

mecanismo descrito en humanos. 

La acción de Vif  como  supresor de  la actividad antiviral de A3 es altamente 

específica  de  especie,  es  decir,  generalmente  la  proteína  Vif  de  un  virus  concreto 

puede  inhibir A3 de su hospedador natural, pero no de otras especies. Así, A3G de 

humanos es inactivado por Vif de HIV‐1 pero no por Vif de SIV aislado del mono verde 

africano [353]. Sin embargo, Vif de SIV aislado de macaco rhesus es más promiscuo y 

es  capaz  de  inhibir  A3G  de  distintas  especies.  En  esta  misma  línea,  LaRue  y 

colaboradores observaron que Vif de ciertos lentivirus, entre ellos los SRLV, inhibe la 

actividad antiviral de A3 de su propia especie y de otras, aunque la eficacia es mayor 

frente a A3 de su hospedador [37]. 

La reducción de A3 producida por Vif suele ser mayor en  los viriones que en 

las células productoras, lo que sugiere que Vif es capaz de bloquear la encapsidación 

de  A3  por  mecanismos  independientes  de  degradación  [354].  Aunque  existen 

evidencias  del  bloqueo  de  A3  en  ausencia  de  inducción  de  degradación  vía 

proteasoma, no se ha descifrado aún el mecanismo de acción [354, 355]. 

7.3.3. EVOLUCIÓN DE LOS LENTIVIRUS 

La diversificación de  la población viral en el  individuo  infectado y  la continua 

adaptación  a  su  hospedador  son  acontecimientos  que  garantizan  el  éxito  de  la 

supervivencia de los lentivirus. Este hecho es resultado de la combinación de distintos 

factores:  la  amplia  población  viral  infectante  en  quasi‐especies,  la  alta  tasa  de 

replicación y de mutación,  los eventos de  recombinación  y  la presión  selectiva por 

parte del hospedador [356]. La alta tasa de mutación se atribuye principalmente a la 

baja  fidelidad  de  la  RT,  aunque  también  se  ha  propuesto  que  podría  deberse  a 

mutaciones  sub‐letales  inducidas por  las proteínas A3  [357, 358]. Se podría  incluso 

especular  con  la  posibilidad  de  que  Vif  actúe  como  regulador  del  nivel  total  de 

mutaciones y por ello  interactúa con A3  [359]. Mutaciones  letales por parte de A3 

inhibirían la replicación viral, sin embargo, la incompleta neutralización de la actividad 

de A3 mediante Vif produciría mutaciones sub‐letales que ayudarían a incrementar la 
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variabilidad genética de los  lentivirus para evadir así el sistema  inmune o  los nuevos 

tratamientos  farmacéuticos. Podrían darse distintos mecanismos por  los que Vif no 

conseguiría una completa supresión de A3. Por un lado, la expresión de A3 se induce 

por  la vía del  interferón y el aumento de  la expresión podría exceder  los niveles de 

expresión de Vif. Por otro  lado, el propio  gen  vif podría mutar por  acción de A3  y 

perder parcial o  completamente  su actividad, no pudiendo  inactivar A3  [360, 361]. 

Estas  son  consideraciones  que  deberán  tenerse  en  cuenta  a  la  hora  de  diseñar 

estrategias terapéuticas.  

Las células diana de los lentivirus, principalmente macrófagos, poseen un alto 

contenido en uracilo, y el hecho de que la RT no distinga entre dUTP y dTTP conlleva 

una  incorporación  errónea  de  uracilos  [362].  Si  a  esto  se  le  suma  la  actividad 

desaminasa  de  las  proteínas  A3,  que  se  expresan  fuertemente  en  estas  células 

inmunes,  se obtiene una  alta uracilación del DNA  viral que  se  supone  letal para  la 

viabilidad  del  virus.  Aunque  los  virus  podrían  haber  evolucionado  codificando 

proteínas  que  contrarresten  la  incorporación  de  uracilos,  como  una  uracil‐DNA 

glicosilasa  (UNG)  en  virus  vaccinia  [363]  y  virus  herpes  simple  tipo  1  [364];  o  una 

dUTPasa en algunos retrovirus incluyendo los SRLV, EIAV o FIV. HIV no posee ninguna 

de las dos enzimas, y se ha sugerido que suprime los uracilos de la cadena de DNA por 

acción de  la UNG2  celular que es  incorporada en  los viriones mediante  interacción 

con Vpr o  la  integrasa  (IN)  [365, 366], aunque  también  se ha demostrado que HIV 

replica de igual manera en células carentes de UNG2 o en macrófagos con la actividad 

UNG  suprimida  [367].  Es más, el  virus podría haber desarrollado mecanismos para 

tolerar, o incluso beneficiarse, de la alta uracilación. Durante el procesamiento 3’ que 

realiza la IN activando los extremos de la doble cadena de DNA viral para preparar su 

integración  en  el  cromosoma  del  hospedador,  el  DNA  viral  puede  autointegrarse 

dando  lugar  a  formas  circulares  que  son  degradadas.  Yan  y  colaboradores  han 

demostrado  que  la  uracilación  provoca  cambios  estructurales  que  bloquean  la 

transferencia de los extremos del DNA por parte de la IN, evitando la autointegracion 

y facilitando la integración en el DNA celular y la replicación viral [368]. La proporción 

de retrotranscritos que sufren autointegración suicida disminuye al incubar las células 
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con dUTP o al  infectarlas con virus que contienen A3G. La uracilación del DNA viral 

facilitaría  la  unión  al  complejo  celular  SET  que  inhibe  la  autointegración  en  el 

citoplasma. Una vez en el núcleo,  la actividad base excision repair del complejo SET 

suprimiría los uracilos permitiendo a la IN la integración en el DNA del hospedador en 

forma de provirus. La  reparación de  los pares U:A en el DNA cromosómico evitaría 

mutaciones que comprometerían la viabilidad del virus [369]. 

7.3.4. APOBEC3A 

De entre las distintas proteínas A3 que se han estudiado, se considera que las 

más  relevantes  respecto a  la actividad antiviral  frente a HIV  son A3DE, A3F y A3G, 

siendo  A3G  la  más  restrictiva  de  las  tres  [370,  371].  La  mayor  parte  de  las 

investigaciones  se  realizan  en  células  T  CD4+  ya  que  HIV  es  un  lentivirus 

fundamentalmente  linfotrópico.  Sin  embargo,  todo  un  grupo  de  estirpes  también 

infectan  células  de  la  línea monocito‐macrófago  que  son  reservorio,  propagan  la 

infección y contribuyen a la latencia del virus. Además, lentivirus como los SRLV, BIV y 

EIAV,  infectan macrófagos  pero  no  linfocitos.  El  repertorio  de  proteínas  A3  y  su 

mecanismo de acción pueden ser distintos en estas células mieloides comparado con 

el que se halla en células T y su estudio puede, no sólo ayudar a entender la respuesta 

innata en su globalidad, sino aportar nuevas estrategias de lucha contra los lentivirus. 

Los macrófagos infectados replican un gran número de virus en su superficie y 

en membranas  intracelulares donde  los viriones se acumulan en vesículas [372]. Así, 

el virus no  induce muerte en  los macrófagos y pueden permanecer como reservorio 

de virus en tejidos durante largos periodos [373]. Las células monocíticas, en cambio, 

no son permisivas a HIV‐1 ni soportan el ciclo viral. Las células dendríticas,  tanto  in 

vivo  como  in  vitro,  son  infectadas o  no  dependiendo  de  su  estado  de maduración 

[374]  y  los  monocitos  derivados  de  sangre  periférica  son  prácticamente 

impermeables  a  la  infección  [375,  376].  Pero  la  naturaleza  de  la  diferencia  en  la 

permisividad a lentivirus entre monocitos y macrófagos aún no está clara y podría ser 

multifactorial.    Se  ha  observado  que  no  existe  una  diferencia  en  los  niveles  de 

expresión de receptores o correceptores [377]. Aunque, como veremos más adelante, 
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la  expresión  de  A3A  decae  durante  la  maduración  de  monocitos  a  macrófagos, 

pudiendo  tener  un  papel  relevante  en  la  restricción  de  la  fase  temprana  de  la 

infección  por  lentivirus  en  monocitos.  A3A  posee  un  único  dominio  desaminasa 

agrupado en el cluster filogenético Z1 [291, 378]. Las proteínas Z1 y Z2 se distinguen 

de  Z3  por  poseer  el motivo  SW‐S/T‐PC‐x2‐4‐C  en  vez  del motivo  TW‐S‐PC‐x2‐C.  Las 

proteínas Z1 y Z2 se diferencian entre sí por presentar los motivos H‐x1‐E‐x5‐X‐V/I y H‐

x1‐E‐x5‐W‐F  respectivamente. Además,  Z1  posee  una  única  isoleucina  en  el motivo 

conservado RIY  localizado hacia  la región C‐terminal de  los residuos coordinados de 

zinc. 

A3A  restringe  al  virus  T‐linfotrópico  tipo  1  humano mediante  desaminación 

[379] y causa hipermutaciones G →A en el genoma del Papilomavirus humano [310], 

herpes simplex 1 y Epstein Barr virus  [309].  Inhibe también retrotransposones  [380, 

381]  y  la  replicación  de  virus  adeno‐asociados  sin  mostrar  mutaciones  [382], 

parvovirus  sin necesidad de  la  actividad desaminasa  [308]  y  virus de  la hepatitis B 

mediante  desaminación  [383].  Además,  se  ha  relacionado  con  la  inducción  de  la 

respuesta de daño de DNA  [384] y  la destrucción de DNA de doble cadena  foráneo 

mediante desaminación  [385]. A3A puede  incluso hipermutar el DNA nuclear  [386], 

hecho  que  podría  tener  relevancia  en  procesos  patológicos  como  la  inestabilidad 

genómica o el desarrollo de  cáncer.  Las mutaciones en el DNA nuclear pueden  ser 

reparadas mediante el mecanismo base excision repair o exceder este mecanismo y 

provocar apoptosis celular [387, 388]. En el caso de que la hipermutación no conlleve 

la muerte  celular,  podrían  fijarse mutaciones  en  el  genoma.  En  algunos  tipos  de 

cáncer se han  identificado regiones que concentran transiciones C→T focalizados en 

el  dinucleótido  TC  conocidas  como  Kataegis  [389],  compatible  con  el  contexto  de 

desaminación  de A3A. Una  expresión  de A3A  continua,  como  puede  darse  bajo  la 

inducción por  IFN‐α o  IFN‐γ en  inflamaciones crónicas, podría provocar estos daños 

en el DNA nuclear. El papel de A3A en el  catabolismo del DNA es  conocido  y está 

conservado en  las proteínas ortólogas de monos, bovinos, ovinos, equinos, perros y 

pandas, manteniendo  la  capacidad para mutar el DNA nuclear,  residuos  citidina 5’‐

metilados e inducir la ruptura de la doble cadena de DNA [390]. Recientemente A3A 
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se ha implicado en la edición de mRNA, concretamente en transcritos de la proteína 

Wilms Tumour 1, ampliando las funciones de la familia APOBEC3 y su posible relación 

con el cáncer [391]. 

Se ha observado que la expresión de A3A está confinada a la línea monocítica 

o a órganos que tienen un número elevado de estas células, como son el pulmón o el 

bazo,  y que  además  su expresión está positivamente  regulada por  IFNα  [295, 392, 

393].  El  tratamiento de macrófagos derivados de  sangre  (BDM)  con  esta  citoquina 

inhibe  la  infección  por  HIV‐1,  aunque  en  un  principio  se  dio más  relevancia  a  la 

restricción por A3G que por A3A. Ya en los años 80 se constató que la maduración de 

monocitos a macrófagos  iba acompañada de un aumento en  la  susceptibilidad a  la 

infección por lentivirus y un incremento de la expresión de genes virales, aunque no 

se conocía el mecanismo subyacente  [57, 58]. En el año 2007 Peng y colaboradores 

demostraron que este hecho se acompañaba de una disminución en  la expresión de 

A3G y A3A. La estimulación de los BDM con IFNα o IFNγ proporcionaba resistencia a 

la  infección  a  la  vez  que  aumentaba  la  expresión  de  A3,  sobre  todo  de  A3A.  El 

silenciamiento de A3A en monocitos con el consiguiente bloqueo de  la resistencia a 

HIV‐1 terminó de correlacionar la susceptibilidad a la infección y la expresión de A3A 

[114]. La polarización de macrófagos derivados de monocitos a M1  in vitro restringe 

pasos del ciclo viral tanto en la pre‐integración como en la post‐integración de HIV‐1, 

probablemente relacionados con la expresión de A3A [394]. En pequeños rumiantes, 

la proteína A3Z1 análoga a A3A ha sido propuesta como marcador de macrófagos M1 

resistentes a la infección por SRLV tras la estimulación con IFNγ [395]. 

La  estimulación  de  monocitos  primarios  con  citoquinas  en  investigaciones 

similares ponen de manifiesto que en humanos  se expresan dos  isoformas de A3A 

distintas, una de ellas comenzando en la metionina 13 del gen, y que éstas muestran 

actividad desaminasa en el dinucleótido TC y no CC mediante un ensayo in vitro [341, 

396].  Recientemente  se  ha  descrito  que  A3A  juega  un  papel  crítico  en  la  fase 

temprana  de  la  infección  por  HIV  mediante  un  mecanismo  novedoso  [397].  Las 

células mieloides primarias  infectadas con el  lentivirus  inducen  la expresión de A3A 

tanto a nivel de mRNA como de proteína, inducción que confiere protección frente a 
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HIV‐1. La  restricción está acompañada de acumulación de DNA viral,  lo que sugiere 

que  A3A  interfiere  en  algún  paso  temprano  de  la  retrotranscripción.  Además,  se 

observa  un  nivel  bajo  de  nucleótidos  editados,  que  refuerza  la  idea  de  que  la 

inhibición no se da exclusivamente por  la actividad enzimática de  las proteínas. Así, 

no  es  el  A3A  de  la  célula  productora  o  passenger  el  que  está  restringiendo  la 

replicación viral, sino el pool de A3A presente en  la propia célula diana o celular  la 

que inhibe el virus entrante. Otros autores también han destacado la importancia de 

A3A celular como factor restrictivo en macrófagos estimulados, con un nivel bajo de 

mutaciones  [398],  o  de  A3G/3F  como  resistencia  intrínseca  en  células  dendríticas 

[399]. Se ha especulado que A3A passenger no restringe HIV‐1 carente de Vif debido 

a  su  baja  incorporación  dentro  del  complejo  de  la  nucleocápside  durante  la 

maduración del virus. Ensayos que elevan  la  incorporación de A3A en  las partículas 

virales, mediante  la fusión del dominio N‐terminal de A3G o mediante  la fusión a  la 

proteína accesoria Vpr, muestran un aumento de la actividad restrictiva de A3A y un 

aumento de las mutaciones en el DNA viral [400, 401]. 

Investigaciones  realizadas  en  modelos  in  vivo  apuntan  también  en  esa 

dirección.  Ratones  A3  knockout  que  expresan  A3A  o  A3G  humano  restringen  la 

infección por retrovirus murinos, pero mediante distintos mecanismos [402]. A3G se 

incorpora en  los viriones, produce desaminación en el genoma de  los retrovirus y su 

acción es  inhibida por Vif de HIV. A3A, en cambio, no se  introduce en  los viriones y 

media la restricción cuando se expresa en las células diana y la tasa de mutaciones en 

el DNA viral es baja (Figura 6). 
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Figura 6. Mecanismos de acción de APOBEC3 y neutralización por Vif viral. a) APOBEC3G es 
secuestrado  por  la proteína Vif  viral  y degradado  vía proteasoma  en  la  célula productora, 
dando  una  infección  productiva  en  la  célula  diana.  b)  APOBEC3G  es  incorporado  en  los 
viriones  de  nueva  formación  en  la  célula  productora,  APOBEC3  passenger,  provocando 
hipermutaciones o la degradación del DNA proviral en la célula diana a través de la actividad 
desaminasa. c) Restricción viral por APOBEC3A de  la propia célula diana, APOBEC3 cellular, 
mediante mecanismos independientes de desaminación (bloqueo de la retrotranscripción y la 
integración). 
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La  región  AC‐loop‐1  situada  en  el  dominio  N‐terminal  de  A3A  ha  sido 

identificada como una secuencia de 10 amino ácidos  importante en  la restricción de 

lentivirus de especies distintas al hospedador natural [403]. Esta restricción por A3A 

celular se da mediante mecanismos independientes de desaminasa, ya que proteínas 

truncadas  carentes  de  dominio  Z  pero  con  la  región  AC‐loop‐1  intacta  siguen 

manteniendo su poder antiviral [404]. 

7.3.5. APOBEC3 OVINO 

Las  ovejas  presentan  tres  genes  A3  que  codifican  cuatro  proteínas,  A3Z1, 

A3Z2, A3Z3 y A3Z2Z3, todas ellas con actividad DNA citosina desaminasa [291].  

En cuanto a  la capacidad de  los distintos A3 ovinos para  inhibir  la replicación 

de lentivirus, el más estudiado ha sido A3Z2Z3. Se ha observado que restringe HIV‐1, 

MLV  y  SRLV  carente  de Vif.  Esta  restricción  se puede  atribuir  tanto  a mecanismos 

dependientes como independientes de la actividad desaminasa, ya que mutantes sin 

actividad  desaminasa  conservan  una  actividad  antiviral  significativa  [320].  Las 

proteínas A3G y A3F humanas con doble dominio Z presentan actividad desaminasa 

en el dominio C‐terminal, mientras que A3Z2Z3 de ovinos  y bovinos  concentran  la 

actividad desaminasa en el dominio N‐terminal.  

Vif de SRLV es esencial para  la replicación viral [35], y se ha demostrado que 

neutraliza  tanto  A3Z2Z3  como  A3Z3  ovino  [37].  Mientras  que  las  proteínas  A3 

restringen un amplio  rango de  retrovirus y  retroelementos,  las proteínas Vif virales 

suelen contrarrestar la actividad antiviral de A3 de su propia especie. Aunque pueden 

darse excepciones, ya que Vif ovino parece ser especialmente promiscuo al degradar 

no  sólo  A3Z3  ovino  sino  también  su  homólogo  en  humanos, macacos,  bovinos  y 

gatos. Vif de BIV, en cambio, sólo es capaz de neutralizar A3Z3 de bovinos [37]. Así, la 

interacción Vif‐A3Z3 puede ser promiscua, pero a pesar de esta tendencia la proteína 

Vif de cada lentivirus está optimizada para degradar A3Z3 de su hospedador. 

Para  la degradación de A3G vía proteasoma, Vif de HIV‐1  se une a EloC del 

complejo  E3  ubiquitina  ligasa  a  través  del  motivo  SLQYLA  [345].  La  secuencia 

correspondiente en Vif de SRLV es SLQRLA, y la mutación de SLQ→AAA inhabilita a Vif 
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para  degradar  A3  ovino  [37],  lo  que  sugiere  que  los  SRLV  utilizan  un mecanismo 

similar a los lentivirus de primates para degradar las proteínas A3. Vif de SRLV carece 

del motivo HCCH de unión a Cul5 [343] aunque es capaz de coinmunoprecipitar Cul5 

para degradar A3Z2Z3 vía proteasoma  [352]. Además no precisa del cofactor CBF‐β 

para  la  degradación  de  A3Z2Z3  ovino  [352],  por  lo  que  el mecanismo  podría  ser 

distinto. Recientemente se han analizado  los polimorfismos presentes en  los   genes 

A3 en dos poblaciones de ovinos de  raza  Latxa  y Assaf  [405]. Mientras que en  los 

genes  A3Z2  y  A3Z3  no  se  han  detectado  polimorfismos,  en  el  gen  A3Z1  se  han 

encontrado 16 SNPs y una deleción de tres nucleótidos, que podrían ser resultado de 

la  presión  evolutiva  sufrida  por  la  infección  de  retrovirus.  Este  hecho  podría 

indirectamente manifestar una interacción entre A3Z1 y lentivirus capaces de infectar 

células de  la  línea mieloide que son diana de  los SRLV  in vivo, sugiriendo una mayor 

importancia de la restricción por A3Z1. 

Así,  A3A  en  humanos  y  A3Z1  en  ovinos  podrían  ser  factores  de  restricción 

importantes  en  la  resistencia  de  los  monocitos  y  su  ausencia  podría  justificar  la 

permisividad de los macrófagos, que actuarían como reservorio de la infección. 

En  esta  tesis  pretendemos  finalmente  estudiar  en  profundidad  la  relación 

entre la resistencia natural y la presencia de A3Z1 así como su papel en la restricción 

de distintos lentivirus. 
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OBJETIVOS 

La  infección  por  lentivirus  de  pequeños  rumiantes  (SRLV)  afecta  a  ovinos  y 

caprinos de todo el mundo causando problemas en la sanidad animal así como en la 

economía de los productores, ya que se aumenta la tasa de remplazo de los rebaños 

afectados y la calidad de las producciones animales disminuye. El desarrollo lento de 

la enfermedad es característico de las infecciones lentivirales, sin embargo en España 

asistimos a  la aparición de dos brotes de SRLV con características muy especiales. El 

primero de ellos  localizado en Aragón, se caracteriza por  la presencia de artritis en 

ovinos  de  la  raza  Rasa  Aragonesa  por  primera  vez  en  nuestro  país.  El  segundo 

ampliamente distribuido en Castilla‐León, afecta a ovinos de  la  raza Assaf adultos y 

corderos y se caracteriza por la presencia de síntomas neurológicos, siendo la primera 

causa  de  reposición  en  los  rebaños  afectados.  Sin  embargo,  se  desconocen  los 

factores, tanto virales como del hospedador,  implicados en  la aparición de síntomas 

así como en el desarrollo de las diferentes formas de la enfermedad. 

Los principales determinantes virales implicados en el tropismo se encuentran 

en  la envoltura viral, encargada de  reconocer el(los)  receptor(es) celular(es) y en  la 

región  LTR,  que  regula  la  transcripción mediante  la  presencia  de  sitios  de  unión  a 

factores de  transcripción celular que activan o  inhiben dicha  transcripción. Por otro 

lado, el tropismo puede estar condicionado por factores del hospedador capaces de 

inhibir  la  infectividad  de  los  virus.  Por  ejemplo,  la  maduración  de  monocitos  a 

macrófagos  induce  la  replicación  de  los  SRLV  en  los  tejidos  diana.  Los  principales 

factores de restricción del hospedador  forman parte de  la respuesta  inmune  innata 

que directamente inhibe la replicación de los virus modificando el tropismo. 

Esta  tesis  doctoral  pretende,  en  primer  lugar,  aislar  y  caracterizar 

exhaustivamente las estirpes causantes de los brotes epidemiológicos detectados en 

nuestro país, con el objetivo de caracterizar  los  factores del virus y del hospedador 

implicados en el tropismo diferencial y diagnosticar la infección de manera específica, 

lo  que  permitirá  un  mejor  control.  Así,  se  plantearon  los  siguientes  objetivos 

específicos:  
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a) Aislar y caracterizar genéticamente  las estirpes de SRLV  implicadas en 

los brotes de Aragón (artritis) y Castilla‐León (encefalitis). 

b) Caracterizar biológicamente mediante estudios in vitro la cinética viral 

de ambas estirpes. 

c) Desarrollar  métodos  alternativos  de  diagnóstico  que  permitan 

identificar específicamente ambas infecciones. 

d) Cuantificar la expresión de las proteínas APOBEC3 ovinas en el proceso 

de maduración de monocito  (resistentes) a macrófago  (susceptibles), 

así como en macrófagos M1 (resistentes) y M2 (susceptibles). 

e) Caracterizar la restricción de lentivirus homólogos (SRLV) y heterólogos 

(HIV) mediada por APOBEC3Z1. 
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CHAPTER I 

Phylogenetic analysis of SRLV sequences from an arthritic sheep outbreak 

demonstrates the introduction of CAEV‐like viruses among Spanish sheep 

ABSTRACT 

Small  ruminant  lentiviruses  (SRLV)  cause  different  clinical  forms  of  disease  in 

sheep and goats. So far in Spain, Visna/Maedi virus‐like (VMV‐like) sequences have been 

found in both species, and the arthritic SRLV disease has never been found in sheep until 

a  recent  outbreak.  Knowing  that  arthritis  is  common  in  goats,  it  was  of  interest  to 

determine  if  the genetic  type of  the virus  involved  in  the sheep arthritis outbreak was 

caprine arthritis encephalitis virus‐like  (CAEV‐like) rather  than VMV‐like. Alignment and 

phylogenetic analyses on nucleotide and deduced amino acid  sequences  from SRLV of 

this outbreak, allowed a B2 genetic subgroup assignment of these SRLV, compatible with 

a correspondence between the virus genetic type and the disease form. Furthermore, an 

isolate was obtained  from the arthritic outbreak,  its  full genome was CAEV‐like but the 

pol  integrase  region was VMV‐like. Although  its  LTR  lacked a U3  repeat  sequence and 

had a deletion in the R region, which has been proposed to reduce viral replication rate, 

its phenotype  in sheep skin fibroblast cultures was rapid/high, thus  it appeared to have 

adapted  to  sheep  cells.  This  outbreak  study  represents  the  first  report  on  CAEV‐like 

genetic findings and complete genome analysis among Spanish small ruminants. 

I. Glaria, R. Reina, H. Crespo, X de Andrés, H. Ramírez, E. Biescas, M.M. Pérez, J. Badiola, L. Luján, 
B.  Amorena,  D.  de  Andrés.  Phylogenetic  analysis  of  SRLV  sequences  from  an  arthritic  sheep 
outbreak demonstrates  the  introduction of CAEV‐like  viruses among  Spanish  sheep. Veterinary 
Microbiology 2009, 138: 156‐162. 
Área temática: VETERINARY SCIENCES. Factor de impacto: 2,874. 
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INTRODUCTION 

Small  ruminant  lentiviruses  (SRLV),  which  include  the  caprine  arthritis‐

encephalitis  virus  (CAEV)  and  the  ovine  visna  maedi  virus  (VMV),  cause  slow  and 

persistent  neurological  (encephalitis),  pulmonary  (interstitial  pneumonia),  articular 

(chronic arthritis) and mammary  (interstitial mastitis) diseases  [1]. The articular  form  is 

more  frequent  in  goats  [2],  the mammary  and pulmonary  forms  in  sheep  [3]  and  the 

encephalitis form is present in both, sheep and goats. 

SRLV are widespread over  the world  [4]. The existence of a CAEV phylum more 

specific  to  the  caprine  host  was  proposed  [5,6].  However,  genetic  analysis  of  SRLV 

revealed that there is transmission of SRLV in both directions sheep‐to‐goat and goat‐to‐

sheep  [7‐10]. Furthermore,  there are ovine SRLV  sequences genetically  closer  to CAEV 

than to VMV prototypes [7,11] and caprine SRLV sequences closer to VMV than to CAEV 

prototypes  [8,12,13].  Thus,  the  classification  of  SRLV  according  to  the  host  species 

(isolate source) cannot always be assessed genetically. 

In countries like Spain, with about 23 million sheep and 7 million goats, SRLV are 

highly  prevalent  due  in  part  to  the  implementation  of  discontinuous  and  region‐

restricted  or monospecies  (either  sheep  or  goat)  control  programmes.  Spanish  SRLV 

partial  genetic  sequences  have  been  described  recently  [13,14],  even  though  SRLV 

disease (Maedi Visna) had been detected in Spanish sheep long ago [15]. In this country, 

SRLV mainly  cause  pneumonia  and mastitis  in  sheep  [16]  and  arthritis  in  goats  [17]. 

However,  a  disease  characterized  by  carpal  joint  synovitis,  together  with  interstitial 

mastitis  and/or pneumonia was detected  among  sheep  from  a  farm  in  the Aragonese 

region of Spain  in 2005  [18].  In  this area,  sheep SRLV had previously  led  to  interstitial 

mastitis and/or progressive pneumonia in the absence of arthritis [16]. 

A  SRLV  isolate  from  a  Spanish  SRLV  ovine  arthritis  outbreak was  obtained  and 

analyzed genetically in this study as well as other SRLV sequences from the same arthritis 

outbreak,  revealing  a  phylogenetic  proximity  to  goat  prototypes  (CAEV‐like  B2  clade). 

The  isolate was biologically characterized  in vitro and  its tissue distribution analyzed by 
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PCR.  This  is  the  first  study  on  the  complete  sequence  and  biological  and  genetic 

characterization of a Spanish ovine SRLV isolate. The results suggest a link between viral 

genetic type and disease form, independently of the in vitro phenotype of the isolate. 

MATERIALS AND METHODS 

Animals and samples 

SRLV‐infected adult sheep of the Rasa Aragonesa breed were used. Animals (Nos. 

44, 84, 258, 449, 496 and 497) belonged to highly prevalent flocks located in the North‐

East  of  Spain  and  were  chosen  among  VMV  seropositive  sheep  according  to  ELISA 

(Elitest, Hyphen Biomed) and clinical signs compatible with SRLV articular disease. 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were  isolated from EDTA‐blood on a 

Ficoll‐Hypaque gradient (d=1.077; Lymphoprep Asix‐Shield, Oslo). One cubic centimetre 

samples of mammary gland, brain, lung and articular joint tissue were also collected and 

embedded in RNAlater (Qiagen) as well as bronchoalveolar lavage (BAL) post‐mortem.  

Virus isolation and phenotyping 

To  successfully  isolate  the  virus,  synovial  fluid  from both  carpal  joints  (left and 

right) from one of the arthritic sheep (No. 496) was incubated with permissive adherent 

cells  from  sheep  choroid  plexus  (SCP)  and  foetal  ovine  synovial membrane  (FOS)  in 

DMEM  (GIBCO)  containing  1%  lamb  serum  (LS)  and  antibiotic‐anti‐mycotics  (Life 

Technologies).  Culture  supernatants  were  used  to  further  infect  skin  fibroblasts  cells 

(SFC)  in order to determine the ability of the viral stock to trigger syncytium  formation 

and  to  titrate  the virus according  to RT‐activity  in  supernatants  (Reverse Transcriptase 

Assay Chemiluminescent, Roche). The titre was determined using known EV1 strain titres 

for  standard  and  determining  the  correlation  between  TCID50  and  RT  activity.  The 

phenotype  of  this  isolate  was  identified  according  to:  a)  the  virus  titre  reached  in 

fibroblast culture supernatants, being low, medium or high (titres of less than 106, from 

106  to 107 and higher  than 107,  respectively); and b)  the  time  required  for productive 

infection  in  the different cells,  the phenotype being  rapid,  intermediate or slow  (when 
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syncytia  appeared  within  a  week,  a  few  weeks  or  over  a  month,  respectively). 

Determination of RT activity was done at days 0, 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 21 and 42 post‐

inoculation (p.i.). 

PCR procedures 

Genomic DNA was extracted  from PBMC, tissue samples and SFC with QIAamp® 

DNA Blood Mini Kit  (QIAGEN). Tissue samples were previously  lysed  in buffer  (100 mM 

Tris‐HCl pH 8.5; 5 mM EDTA; 400 mM NaCl; 0.2% SDS) containing Proteinase K (50 µg per 

107 PBMC, Sigma) at 56ºC for 1h.  

For  detection  and  comparison  of  virus  in  different  tissues  and  cells,  partial 

amplification of LTR (about 300 nt) and gag (about 490 nt) regions was performed using 

primers previously described (LTR: procedure by Extramiana et al. 2002 [19], primers of 

Zanoni et al. 1992  [20]; gag:  [21]). PCR amplifications of gag and pol  regions used  for 

phylogeny were performed using the methodology and primers previously described [8].  

For complete  sequencing of  the arthritic  isolate,  the primers quoted above and 

those designed in our laboratory either from GenBank sequences or partial sequences of 

isolate 496 obtained in this study were used (Table 1).  

The  reaction mix of  the PCRs consisted of: Reaction Buffer 1×  (Biotools), 2 mM 

MgCl2 (Biotools), 225 µM of each dNTP (Biotools), 600 nM of each primer, 0.04 U/µl of 

Pfu DNA polymerase  (Biotools) and 1 µg of sample DNA  in a final volume of 30 µl. PCR 

conditions were: initial denaturation step for 5 min at 94ºC followed by 45 cycles of 94ºC 

for 30 s, annealing at 55ºC for 40 s and extension at 72ºC for a variable period depending 

on size of the amplicon, followed by a final extension of 10 min at 72ºC. 

RNA  from  FOS,  goat  synovial  membrane  cells  (GSM)  and  skin  fibroblast  cells 

infected  in vitro with  isolate 496 was extracted with RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) for the 

analysis of rev transcripts. Reverse transcription was done with SuperScriptTM II Reverse 

Transcriptase (Invitrogen Corp., Carlbas, CA) using oligo‐dT primers. Amplification of rev‐

encoding  regions was  performed  using  adapted  primers  (originally  described  by  [22]) 

located in LTR and env regions. 
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Table 1. Primers 
Primers used  for  sequencing  the  complete  genome of  isolate 496, using  the 496 proviral 
sequence as reference for nucleotide position. 

 

 

Cloning and sequencing 

Amplicons obtained by PCR were purified from agarose gels according to standard 

procedures and cloned into pGEMT‐easy® vector (Promega) following the manufacturer’s 

instructions. Cloned DNA was then sequenced using BigDye® Terminator v3.1 chemistry 

on a 3730 DNA Analyzer (Applied‐Biosystems, Foster City, CA). Three independent clones 

were obtained and sequenced per sample analysed 

. 

Sequence alignment and phylogenetic analysis 
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Nucleotide  sequences  were  analyzed  with  Chromas  2.23  (Technelysium, 

Helensvale,  Australia)  and  edited  with  the  program  BioEdit  [23].  The  corresponding 

amino  acid  sequences  were  obtained  using  internet  server  Expasy  (Expert  Protein 

Analysis  System)  (http://us.expasy.org).  Multiple  alignments  for  comparisons  and 

phylogenetic studies were made with ClustalX [24] and the PHYLIP (Phylogeny Inference 

Package  version  3.5c)  bioinformatics  programs.  The  nucleotide  distance  matrix  was 

calculated  with  the  DNAdist  program  and  the  amino  acid  distance  matrix  with  the 

PROTDist program. Phylogenetic trees (phylograms) were subsequently produced in both 

cases  with  the  Neighbour  Joining  method  with  Kimura’s  correction.  The  statistical 

confidence limits of the phylogram topology were determined with 1000 bootstraps. The 

TREEVIEW 1.3 [25] program was used to visualize and edit phylograms. Results obtained 

with over 500 bootstraps were considered as highly likely.  

GenBank sequences used in alignments and phylograms 

The  sequences  included  in  alignments  and/or  phylograms were:  EV1  (S51392), 

P1OLV  (AF479638),  SAOMVV  (M31646),  85/34  USA  (AY101611,  U64439)  and  KV1514 

(M10608) as complete sheep SRLV sequences; and CAEVCo (M33677), Swiss goat isolate 

(AY445885, AY445886), CAEV Gansu (AY900630) and CAEV1GA (AF322109) as complete 

goat SRLV sequences. The phylogenetic tree on the 1.2 kb pol segment included Spanish 

sequences previously amplified by our group [13], one from sheep (Ov1, DQ632733) and 

two from goats (C1, DQ632734; C3, DQ632735) followed by their group designation (A1 

to  D).  This  tree  as  well  as  the  tree  based  on  the  1.8  Kb  gag‐pol  segment  included 

sequences  with  the  four‐digit  numeric  assignment  [8],  followed  by  their  group 

designation  (A1 to D). The gag‐pol tree also  includes  [B2] sequences  from Leroux et al. 

(1995)  and  Grego  et  al.  (2002)  (GenBank  accession  numbers:  U35808,  U35679  and 

U35680, and AY265456, respectively). 

Nucleotide sequence Accession numbers 



      

 

Phylogenetic analysis of SRLV sequences from an arthritic sheep outbreak 

105 

Partial  sequences  from  the  six  animals  under  study  and  the  whole  genome 

sequence of isolate 496 were given GenBank accession numbers: FJ187802‐FJ187812 for 

gag  amplicons;  FJ187813‐FJ187820  for  LTR  amplicons;  and  FJ195346  for  complete 

genome. 

 

RESULTS 

Sequence similarity and phylogenetic analysis  

In previous  studies  [13] we have  shown  that phylogenetic  trees produced  from 

the  sequences  of  short  LTR  and  gag  amplicons  obtained  by  PCR  procedures  used  in 

regular  typing,  had  the  same  topology  as  those  obtained  by  long  gag‐pol  and  pol 

amplicons described  [8]. Thus, using sequences  from short LTR and gag amplicons, we 

first determined  the degree of homology among  the  sequences obtained  from  the  six 

arthritic sheep of the outbreak under study (Nos. 44, 84, 258, 449, 496 and 497). All the 

sequences were found highly similar to each other. The tree topology (Fig. 1), based on 

partial  LTR and gag  sequences, was  compatible with  the assignment of  the  sequences 

from the arthritic sheep of this outbreak to group B.  
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Fig. 1. Nucleotide phylograms indicating the distribution of sequences obtained in the Spanish 
ovine  arthritis  outbreak  (from  different  animals  and  tissues)  and  GenBank  SRLV  sequences, 
VMV‐like (EV1, SAOMVV, P1OLV, KV1514 and 85/34 USA) and CAEV‐like (CAEV1GA, CAEV Gansu 
and CAEVCo) into phylogenetic groups for two genomic regions. (a) LTR (300 nt segment). (b) gag 
(530 nt segment). Outbreak sequences were obtained from sheep Nos. 44, 258, 497, 84 and 496. 
Bootstrap  values  and  the  infected  tissue where  the  sequence was obtained  (peripheral blood 
mononuclear cells, PBMC; joint; lung; and alveolar macrophages ‐ AlvMø ‐) are indicated. 

The  SRLV  sequences  analyzed  in  both  trees  were  from  several  tissues  of  the 

arthritic  sheep  involved  (PBMC,  lung,  joint,  udder,  alveolar macrophages  ‐  AlvMø  ‐). 
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However,  the  virus  was  not  found  in  brain  (we  did  not  succeed  in  obtaining  PCR 

amplicons  in  brain  tissue),  confirming  the  clinical  diagnosis  (sheep  arthritis)  and  the 

absence of CNS infection (Visna‐like) verified at necropsy.  

As to the degree of similarity, the viral sequences obtained from different tissues 

of  these  animals were  highly  similar  to  each  other  in  the  LTR  (94.5‐99.2%)  and  gag 

amplicons  obtained  (92.1‐98.8%  for  nucleotides  and  92.5‐100%  for  aminoacids). 

Furthermore,  sequences  from  the  different  infected  tissues  had  a  higher  degree  of 

similarity with those of caprine (CAEVCo) than those of ovine (KV1514) prototype strains. 

For example, the similarity values of the sequences from tissues of sheep No. 496 were 

92.5‐94.5%  for  gag  aminoacids  and  91.0‐92.9%  for  LTR  compared with  CAEVCo;  and 

62.1‐63.4% for gag aminoacids and 49.2‐50.3% for LTR compared with KV1514. Thus, the 

similarity values found were in agreement with the observed phylogenetic proximity (Fig. 

1). 

 

Phylogenetic assignment 

The complete genome of the virus  isolated from animal No. 496 was sequenced 

(GenBank  accession  number  FJ195346)  using  genomic  DNA  from  fibroblast  cultures 

infected with this isolate. The genome consisted of 9136 bp. The complete sequence was 

obtained by sequencing overlapping PCR amplicons. A phylogenetic study  involving this 

sequence  and  known  full‐length  genomes was  then  carried  out.  Isolate  496  sequence 

was  closer  to  CAEV‐like  than  to  VMV‐like  sequences  (Fig.  2),  supported  by  sequence 

similarity  analysis  (Table  2).  The  topology  of  trees  was  supported  by  high  bootstrap 

values. 
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Fig. 2. Nucleotide phylogram indicating the assignment of the complete sequence of isolate 496 
from the ovine Spanish arthritis outbreak amongst complete GenBank SRLV sequences, VMV‐like 
(EV1,  SAOMVV,  P1OLV,  KV1514  and  85/34  USA  and  a  Swiss  Goat  isolate)  and  CAEV‐like 
(CAEV1GA, CAEV Gansu and CAEVCo)  to a CAEV‐like phylogenetic group. Bootstrap  values are 
indicated. 
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Table 2. Sequence similarity analysis 
Similarity  (%) between  the amino acid  sequences of 
isolate  496  and  those  of  MVV‐like  and  CAEV‐like 
prototypes. 

 

 

Next, we used  long pol  (1.2 Kb)  and  gag‐pol  (1.8 Kb)  amplicons  [8]  in order  to 

assign 496 sequence  to a specific phylogenetic subgroup,  finding  that 496 belonged  to 

the  B2  subgroup  (Fig.  3).  Once  again,  the  topology  of  trees  was  supported  by  high 

bootstrap values.  
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Fig. 3. Nucleotide phylogram  indicating the assignment of  isolate 496 sequence from the ovine 
Spanish arthritic outbreak to the phylogenetic sub‐type B2. (a) 1.2 kb gag‐pol segment [8]. (b) 1.8 
kb pol  segment  [8].  Isolate 496 and  the Spanish  sheep and goat  sequences  from our previous 
studies  [13] are circled. Bootstrap values are  indicated  in  (b). Phylogenetic subtypes are within 
brackets. 
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Biological properties of the isolate 

Virus  with  infectious  capacity  was  successfully  recovered  from  culture 

supernatants of FOS and SCP  cells with  synovial  fluid  (SF)  from  the  left or  right  carpal 

joint of animal No. 496. Productive  infection (RT‐positive supernatants and presence of 

CPE) was first observed  in these cells after 3 days. Supernatants of these cultures were 

then collected and used to infect skin fibroblasts, which formed syncytia (and yielded RT‐

positive  supernatants) within  2‐4  days post‐inoculation  (p.i.),  regardless of  their being 

autologous or heterologous  (Fig. 4). The virus  titre  reached a value close  to 108 TCID50

between 5 and 9 days p.i. and decreased  thereafter, as  cells  started  to die by day 10 

post‐inoculation. SCP and FOS cells allowed viral production but to a  lower extent than 

ovine skin  fibroblasts. Thus, the  in vitro phenotype of  isolate 496 was rapid  in FOS and 

SCP cells, and rapid/high in fibroblasts. 

Fig. 4. Viral production of isolate 496 measured by reverse transcriptase (RT) activity in culture 
supernatants of different cell types: Sheep choroid plexus (SCP), foetal ovine synovial membrane 
(FOS) cells and heterologous and autologous sheep skin fibroblast cells (SFC). 
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Features of the genetic regions and proteins of the isolate 

At  least  three  clones  per  region  were  sequenced  and  a  consensus  sequence 

produced when  the  difference  between  the  corresponding  three  amplicon  sequences 

was <1%. The features of each region are shown in the following sections. 

 

LTR region 

Repeat  regions and AP‐1, AP‐4, AML  (vis), CAAAT, TAS and GAS sites of LTR are 

associated  with  viral  production  and/or  strain  phenotype  and  tropism  [26‐32].  The 

arthritic Spanish isolate 496 lacked a LTR repeat present in some VMV‐like isolates (37‐53 

nt)  or  CAEV‐like  isolates  (70  nt  in  CAEVCo)  (Fig.  5).  Although  the  AP‐4  site 

(T/CCAGCTG
T/CGG, [33] and the TATA‐box (sequence TATAWAA) were conserved, the AP‐

1 site distribution in sequence 496 was similar to that of CAEVCo. Distal to TATA box, 496 

had one AP‐1 site (TT/GA
G/CTCA, [33]), CAEVCo had two sites (one of them corresponding 

to  the  repeat),  and  the VMV‐like  sequence KV1514  had  4  sites  (two belonging  to  the 

repeat). Proximal to TATA box 496 had, like CAEVCo, three AP‐1 sites, and the VMV‐like 

sequence  KV1514  had  2  sites  (one  of  them  also  present  in  the  CAEVCo  and  496). 

Moreover,  496  LTR  presented  only  one  highly  conserved  AML  (vis)  site  (TAACCG/ACA, 

[27]),  lacking  the AML  sequence  close  to  the TATA box present  in  reference  strains of 

ovine origin. The distribution of CAAAT, GAS and TAS sites of LTR was similar to that of 

CAEVCo,  except  that  496  lacked  the  70  nt  repeat  that  also  contains  these  sites.  Both 

sequences (496 and CAEVCo) have only one AP‐4 site and one AML (vis) site. In addition, 

the R region of 496 presented a deletion, similar to that found in CAEVCo, in other highly 

pathogenic  strains  such  as  SAOMVV  and  in  some  strains  from  sub‐clinically  infected 

sheep  [29,34],  but  absent  from  ovine  KV1514  and  caprine  CAEV1GA  (Fig.  5).
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Fig. 5. Alignment of U3‐R sequences of the LTR region from SRLV isolates. Sequences are aligned against KV1514 prototype. 
Dots indicate identity with KV1514 and dashes represent gaps. The boundaries between U3, R and U5 are indicated by straight 
arrows.  A  bent  arrow  indicates  the  start  site  of  transcription.  AP‐1,  AP‐4  and  AML(vis)  motifs,  the  TATA  box  and  the 
polyadenylation signal are marked by boxes. The TAS and GAS sites are underlined. The polypurine tract region is marked with 
a horizontal line above the sequence. The grey boxes represent the CAAAT sequences. Repeat regions are within brackets. The 
sequence of isolate 496 is in boldface. 
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Gag region 

Analysis  of  the  complete  putative Gag  amino  acid  sequence  revealed  that  the 

arthritic  isolate 496 had a similarity with VMV‐like and CAEV‐like  isolates of 70.8‐72.4% 

and 91‐92.1%,  respectively. Furthermore, most of  the amino acid  substitutions  in gag‐

496  sequence were  similar  to  those of CAEVCo. The 496  gag‐p17  sequence,  a protein 

(matrix,  MA)  rich  in  basic  amino  acids,  presented  two  conserved  motifs  within  the 

inmunodominant epitope and a seven amino acid deletion [10,35] found in other CAEV‐

like and not in VMV‐like sequences (Fig. 6). In the 496 gag‐p25 (capsid, CA) protein, two 

major epitopes and a major homology region (MHR) were quite conserved [36‐38] and, 

similar  to  CAEVCo,  a  deletion  located  just  after  the  first  immunodominant  epitope, 

present  in  other  SRLV  strains, was missing  [39],  and  the  amino  acid  downstream  this 

sequence (leucin, L) was conserved [40]. Finally, as to the nucleocapsid (NC) protein, gag‐

p14, we found a CAEV‐like one‐amino acid deletion close to the beginning of p14, and a 

deletion at the carboxy terminal of the p14 sequence, absent from CAEVCo, but present 

in some VMV‐like sequences (such as KV1514). 
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Fig.  6.  Alignment  of  deduced  amino  acid  sequences  of  the  Gag  region  from  SRLV  isolates.  Sequences  are  aligned  against  KV1514 
prototype. Dots  indicate  identity and dashes gaps. The boundaries between p17, p25 and p14 are  indicated by arrows. The basic amino 
acid  region  is marked by a box. Conserved  regions among caprine SRLV are marked with a double horizontal  line above  the sequence. 
Epitope‐containing regions are marked with a line above the sequence. Grey boxes represent insertion/deletions that help to distinguish 
VMV‐like  from  CAEV‐like  isolates.  The  immunodominant  region  of  p17  (MA)  and  the major  homology  region  of  p25  are  underlined. 
References are referred to as the following numbers: 1, [10]; 2, [35]; 3, [36]; 4, [39]; 5, [37]; and 6, [38].  
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Pol region 

The pol amino acid sequence of isolate 496 was similar to VMV‐like and CAEV‐like 

isolates  (74‐76.6% and 81.5‐84.2% similarity), respectively. Significantly, a stretch of 17 

amino acids in the integrase DNA binding domain (third integrase domain) of isolate 496 

was VMV‐like (Fig. 7), although 496 had a CAEV‐like sequence very close to CAEVCo and 

CAEV Gansu in other pol sub‐regions. 

Fig. 7. Alignment of deduced amino acid sequences of the integrase DNA binding domain of the 
Pol  region  from  SRLV  isolates.  Sequences are aligned against KV1514 prototype. Dots  indicate 
identity with KV1514 and dashes represent gaps. The grey box represents VMV‐like sequences. 
CAEV‐like sequences are marked by a box. The sequence of isolate 496 is in boldface. 

Env region 

The  predicted  496  Env  protein  sequence was  948  amino  acids  long.  This  raw 

sequence had a similarity with VMV‐like and CAEV‐like  isolates of 55.9‐59.3% and 75.8‐

76.8%, respectively. 

The  sequence  of  the  496  predicted  signal  peptide  sub‐region  (upstream  the 

cleavage site) had a similarity with CAEV‐like and VMV sequences of 56‐58% and 24.6‐

26.8%,  respectively.  The  496  signal  peptide  was  similar  in  length  to  other  CAEV‐like 

sequences, but  it was 9‐10 amino acids shorter  than VMV‐like sequences  in  the amino 

terminal  end.  Within  this  region  (Fig.  8a),  there  was  a  30  amino  acid  hydrophobic 

domain, as shown by Bendtsen prediction programme [41]. This region was 8‐10 amino 

acids shorter (5‐7 amino acids in the case of 496) in CAEV‐like sequences compared with 

VMV‐like sequences.  
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Fig.  8.  Alignment  of  deduced  amino  acid  sequences  of  the  Env  region  from  SRLV  isolates. 
Sequences are aligned against KV1514 prototype. Dots indicate identity with KV1514 and dashes 
represent  gaps.  The  sequence  of  isolate  496  is  in  boldface.  a)  Signal  peptide:  the  hydrofobic 
region is marked with a horizontal line above the sequence, and the cleavage site with a vertical 
line.  b)  Carboxy  terminal  of  the  surface  (SU)  region:  the  V5  variable  region  is marked with  a 
horizontal  line  above  the  sequence.  The  consensus  and  the  variable  sub‐regions  of  the  SU5 
region  [43]  are  underlined. Grey  boxes  represent  potential  cleavage  sites.  c)  Transmembrane 
(TM) region with potential epitopes: the grey box outlines the differences between VMV‐like and 
CAEV‐like  sequences.  Epitopes  described  in  the  literature  are  shown  above  and  below  the 
alignment: 1, [74]; 2, [76]; 3, [77]; 4, [75]. 
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The  predicted  sequence  of  the mature  SU  protein  of  496  had  551  amino  acid 

residues. This sequence showed a similarity with VMV‐like and CAEV‐like isolates of 64.4‐

68.7% and 76.9‐77%, respectively. The sequence contained 22 cysteine residues, which 

are conserved among all SRLV. Nineteen potential well conserved N‐glycosylation  sites 

(Asn‐Xaa‐Ser/Thr)  were  present  in  this  sequence,  according  to  Gupta’s  prediction 

programme [42], 4  less  than  in CAEVCo.  In the SU region, V1‐V4 domains  [5] of the SU 

protein of isolate 496 were conserved compared with CAEVCo. On the contrary, the SU5 

variable region that corresponds to the V5 domain [43], highly variable among SRLV, was 

quite  different  from  that  of  CAEVCo  (Fig.  8b).  The  496  SU  sequence  presented  two 

potential cleavage sites between SU and TM proteins (RRKR and RKKR), the  latter being 

the likely cleavage site generating these two proteins [44]. 

The  TM  subunit  consisted  of  313  amino  acids,  including  4  potential  N‐

glycosylation  sites  conserved  in all SRLV. This  sequence had a  similarity with VMV‐like 

and  CAEV‐like  isolates  of  54.1‐57%  and  81.4‐83.7%,  respectively.  One  of  the 

immunodominant epitopes (Fig. 8c), widely used in ELISA diagnosis, was also detected in 

isolate 496 and had a CAEV‐like (HQ) sequence.  

 

Rev, vif and tat regions 

In order to identify rev transcripts, FOS, GSM and skin fibroblastic cells were first 

infected  in  vitro  with  isolate  496.  Subsequently,  rev  transcripts  were  amplified  from 

mRNA  using  adapted  primers  located  in  LTR  and  env  regions  [22].  Three  different 

amplicons  (562 bp, 483 bp and 437 bp) were obtained  from skin cells and two  (562 bp 

and  437  bp)  from  FOS  and  GSM  cells  (Fig.  9a).  Amplicon  sequencing  revealed  the 

presence of  four exons  in  the  rev gene with  the  following  locations: exon 1  in  the LTR 

region; exon 2 at the 3’ end of pol; exon 3 at the 5’ end of env; and exon 4 at the 3’ end 

of  env.  The  longest  amplicon  was  integrated  by  exons  1,  3  and  4;  the medium‐size 

amplicon contained exons 1, 2 and 4; and the shortest amplicon contained exons 1 and 

4. 
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Fig.  9. Analysis  of  rev  transcripts  and Rev  Responsive  Element  (RRE)  from  496  isolate.  a) Organization  of  rev  transcripts.  Exons  are 
represented as boxes. RT‐PCR products generated from total RNA obtained from fibroblasts (Fo, lane 1), foetal ovine synovial membrane 
cells (FOS, lane 2) and goat synovial membrane cells (GSM, lane 3) are shown using agarose gel electrophoresis. The numbers on the left of 
the figure represent transcript lengths. b) Predicted RNA secondary structure of the RRE domain. 
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The nucleotide  sequences of  the amplicons at  the 3’ end were  completed with 

the sequence of the env region obtained in this study. The putative open reading frame 

(ORF)  of  the  longest  amplicon  corresponded  to  a  deduced  protein  sequence  of  134 

amino acids (involving exons 3 and 4), analogous to that described in the B1 CAEV Gansu 

strain [45]. Alignment of this sequence with other SRLV‐Rev protein sequences indicated 

that  this region had a  low similarity with known CAEV‐like and VMV‐like  isolates  (50.7‐

52.2% and 18.5‐24.3%, respectively). In spite of the low similarity, the functional domains 

[46‐49] were localized in the 496 Rev sequence as follows: a) the N‐terminal domain that 

is  required  for  optimal  Rev  Responsive  Element  binding  (RRE);  b)  the  basic  domain 

(arginine‐rich  tract)  that mediates  specific  binding  to  RRE  and  provides  the  signal  for 

nuclear/nucleolar  localization;  and  c)  the  Nuclear  Export  Signal  (NES),  a  leucine  rich 

domain that mediates Rev’s interaction with host cell factors (predicted with NetNES 1.1 

Server, [50]). 

The RRE was located in the TM region by comparing the complete genome of 496 

with  RRE  sequences  previously  described  [47,51,52].  The  putative  RRE  was  246 

nucleotides  long  and  spanned  from nucleotide No. 7901  to  8146.  The RNA  secondary 

structure of the localized RRE domain (Fig. 9b) was predicted to form a stable stem‐loop 

(CLC Combined Workbench 3 programme) similar  to  that previously  found  in CAEV‐like 

sequences [49].  

The medium  size  transcript  (483 bp) corresponded  to a putative protein of 103 

amino acids  involving exons 2 and 4 and  the shortest amplicon contained no potential 

ORF.  

Alignment of  the predicted amino acidic sequences of Tat and Vif proteins with 

sequences of other isolates indicated that these regions had higher similarity with known 

CAEV‐like  isolates than with VMV‐like  isolates (78.1‐80.4% and 43.6‐46.3%, respectively 

for  Tat  protein;  76.4‐77.2%  and  45.6‐53.4%  for  Vif  protein).  Furthermore,  the  496 

nucleotide sequence presented an 8 bp overlap between  tat and vif ORFs  like most of 

the CAEV‐like sequences [22]. 
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Overall,  the  rev  transcripts  and  the  regulatory  genes  tat  and  vif  of  isolate  496 

showed higher similarities with CAEV‐like than with VMV‐like sequences.  

DISCUSSION  

Numerous  contributions  have  analysed  SRLV  sequences  in  different  countries, 

although only a  few have studied complete genomes. These  include  the  Icelandic VMV 

KV1514 [53], South African SAOVMV [54], Portuguese P1OLV [55], American (USA) 85/34 

USA [56] and Scottish EV‐1 [57] from sheep, as well as the American CAEV‐Cork (CAEVCo 

infectious clone from USA) [51], Chinese CAEV Gansu [58] and Norwegian CAEV1GA [22] 

from  goats.  This  study  analyses  the  complete  sequence  and determines  the biological 

and  genetic  properties,  including  the  phylogenetic  assignment,  of  an  isolate  from  an 

outbreak  of  SRLV‐induced  arthritis  in  Spanish  sheep,  an  unusual  disease  form  in  this 

species  in  Spain. Viral  sequences  from  blood,  lung, mammary  gland  and  joints  of  the 

sheep outbreak confirmed the existence of a small genetic variability within the host, as 

shown  in previous SRLV studies  [59]. Furthermore, the genetic sequence of  isolate 496 

and partial SRLV sequences of other sheep  from  the outbreak were very close  to each 

other and to  the CAEV‐like prototype CAEVCo. This  is compatible with a multi‐systemic 

infection caused by one major genetic SRLV type within the individual and the outbreak. 

Studies on the  in vitro behaviour (phenotype) of the  isolates are  limited [30,31]. 

Interestingly, isolate 496 showed a high replication rate in vitro (a phenotype commonly 

found in sheep and not in goat isolates; [30], regardless of the ovine or caprine origin of 

the  cells  used  to  propagate  it.  These  findings  are  compatible  with  a  goat‐to‐sheep 

transmission that may have occurred  in vivo under  field conditions commonly  found  in 

Spain, where  goats  are  used  to  feed  lambs  in meat  breeds  favouring  the  cell‐to‐cell 

contact  [60].  The  original  goat  virus may  thus  have  adapted  to  the  new  ovine  host, 

acquiring genetic properties that confer this rapid/fast phenotype. Transgression of the 

species barrier has been previously reported [7,9] leading to the appearance of CAEV‐like 
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sequences in sheep upon contact with goats [11,20,56,61], including those of subtype B1 

[10].  

Phylogenetic  analyses  revealed  that  the  SRLV  from  the  outbreak  specifically 

belonged to the B2 CAEV‐like subgroup. In contrast, the previously described sequences 

in Spain from sheep and goats belonged to A and D VMV‐like groups [13]. B2 sequences 

have been found  in sheep and goats [8] with  lentivirus‐induced arthritis. Thus,  in these 

studies and this work there would appear to be an agreement between the phylogenetic 

group  to which  strain 496 was assigned  (B2, CAEV‐like) and  the clinical  form observed 

(SRLV arthritis, rarely present in sheep, but common in goats). 

Recent phylogenetic analyses of SRLV have been mostly based on the pol/rev [8‐

10,14,55], gag [8,9,14,35,55,62,63] and env genes [64,65] but only a few have compared 

regulatory genes such as tat, rev and vif  [66] and long terminal repeats, LTR [55,67]. LTR 

contains  known  functional  sites  involved  in  DNA  transcription,  such  as  AP‐1,  AP‐4 

[28,30,33] and AML (vis) [27], besides the TATA‐box and the polyadenylation signal. LTR 

transcriptional  factor  binding  sites  have  been  proposed  to  regulate  promoter  activity, 

viral growth and replication efficiency [27,31,55,68]. Thus, an increased number of these 

sites,  including  the presence of  LTR  repeats of 71bp  in CAEV‐like  [32]  and 37‐57bp  in 

VMV‐like isolates appears to affect the strain phenotype and tropism [28,31,55], leading 

to  enhanced  promoter  activity  and  a  rapid/high  lytic  phenotype  [55].  The  absence  of 

both the 71 and 35‐53 bp repeats in isolate 496 indicate that these duplications are not 

essential for a fast/high phenotype. However, deletion of these repeats is able to abolish 

the activity of the promoter in SCP cells in some SRLV infections [31]. The LTR sequence 

of isolate 496 had 4 AP‐1 sites and 1 site of each GAS, TAS, AP‐4 and AML. GAS and TAS 

motifs,  described  as  binding  sites  for  gamma  interferon  and  tumour  necrosis  factor, 

respectively  [26,32,69]  as  well  as  AP‐4  site,  TATA‐Box  and  PolyA‐signal  were  highly 

conserved  in  this  isolate, which confirmed previous  findings  [55] and  strongly  suggests 

that maintenance of these sites is essential to the virus.  



Phylogenetic analysis of SRLV sequences from an arthritic sheep outbreak 

125 

Deletion  of  one  of  the  two  CAAAT  sites  of  LTR  (CAAAT  a  and  b) may  result  in 

viruses which are non‐replicative  in SCP cells  [31]. Here we describe sequences  from a 

fully replicative virus in SCP cells lacking the CAAAT of the repetition in the U3 region of 

LTR. However,  in  the 496  sequence  there were  two extra CAAAAT  sites, both of  them 

downstream the CAAAT site, which may help to explain the high replication capacity of 

this isolate. 

A 13‐14 bp deletion has been  found previously  in  the R  region of  the SRLV‐LTR 

from  asymptomatic  sheep  and  not  in  SRLV  of  pneumonia‐affected  sheep  in  Greece 

[29,34].  Interestingly,  in  our  study  this  deletion  was  found  in  sequences  from  the 

clinically  affected  sheep  involved,  regardless  of  the  sample  source  (PBMC,  choroid 

plexus,  lung,  carpal  joint  or  mammary  gland),  suggesting  that  factors  besides  this 

deletion are involved in the appearance of clinical symptoms.  

Also consistent with  the high viral production phenotype of  isolate 496 was  the 

finding that a point mutation  in the capsid (CA, p25) region, known to negatively affect 

replication  in macrophages  [40], was missing  from  this  isolate  (having  the  amino  acid 

leucine instead of arginine). 

Retrotranscription  and  integration  are  integrase‐related  crucial  steps  for  an 

efficient productive infection. In contrast with the observations on the remaining regions 

of the 496 genome, the integrase DNA binding domain of this isolate was highly similar to 

that of VMV‐like isolates and the caprine isolate CAEV1GA, and was quite different from 

that of CAEVCo and CAEV Gansu goat  isolates. Whether  this  is  related  to  the VMV‐like 

phenotype (rapid/high) of isolate 496 observed in vitro often observed in sheep isolates 

is unknown. This phenotype is also compatible with the appearance of a high number of 

affected  animals  in  this  outbreak,  considering  that  a  high  viral  load  enhances  the 

development of  clinical  signs  [70].  Further  studies  are needed  to  fully understand  the 

precise mechanisms by which LTR  sites and other genetic  regions are  involved  in SRLV 

pathogenesis. 
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So  far, SRLV diagnosis has been most  frequently  carried out using a  serological 

approach  [71].  Gag‐based  ELISAs  include  immunodominant  epitopes  present  in  p25‐

capsid,  p14‐nucleoprotein  or  p17‐matrix  proteins  and  can  either  detect  VMV‐like  or 

CAEV‐like  infection  jointly  or  individually  [14,35,72]. With  the  exception  of  p14  (NC) 

carboxy‐terminal deletion, which  resembled VMV‐like  sequences, overall  the  three gag 

proteins of isolate 496 were CAEV‐like, including the presence/absence of deletions and 

conserved  motifs  useful  to  distinguish  CAEV‐like  from  VMV‐like  infections 

[14,35,39,72,73]. Thus, the animals belonging to the arthritic outbreak should be tested 

using a CAEV‐like based ELISA for epidemiological purposes. 

Due to the high variability and the robust antibody production elicited against Env 

antigens  (in TM and SU5),  these antigens are also widely used  in  serodiagnosis.  In  the 

variable SU domains of  isolate 496, V1‐V5 epitope motifs previously described  in other 

isolates [5] were conserved. Likewise, the cysteine loop in domain V4, equivalent to the 

loop  present  in  HIV  V3  domain  [22],  was  well  conserved.  Regarding  the  SU5 

immunodominant  epitope  [43]  in  the  highly  variable  V5  domain,  the  496  sequence 

presented  a  2  amino  acid  deletion when  compared with  the  reference  strain  CAEVCo 

(Fig. 8b) and 3 amino acid substitutions within the consensus sequence (RVRAYTYGV/M
V/I 

DMPK/S), indicating outbreak differential features in this domain.  

One of the immunodominant epitopes of the TM subunit of isolate 496 (Fig. 8c), 

spanning residues 83 to 103, has been used frequently in ELISA to detect SRLV infection 

[43,74‐77]. This epitope has a 2 amino acid inversion (QH vs. HQ) that distinguishes (QH)‐

VMV‐like  from  (HQ)‐CAEV‐like  isolates  (including  496),  potentially  being  of  use  in 

diagnosis.  

Overall,  the results on  the CAEV‐like genetic characteristics and on  the Gag and 

Env  proteins  of  the  SRLV  from  the  arthritis  sheep  outbreak  highlight  the  interest  of 

studying the relationship between viral genetic characteristics and tropism. These results 

also  underline  the  need  to  avoid  inter‐species  contact,  including  feeding  of  newborn 

lambs by  goat  infected mothers  in mixed  flocks  and  common pasture  feeding.  Finally, 
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these  results  confirm  the  interest  of  developing  strain  specific  SU5‐based  local  or 

outbreak‐specific  ELISAs,  especially  in  SRLV  epidemiological  studies  and  control 

programmes.  
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CHAPTER II 

Visna/Maedi virus genetic characterization and serological diagnosis of 

infection in sheep from a neurological outbreak 

ABSTRACT 

An  extensive  outbreak  characterized  by  the  appearance  of  neurological 

symptoms  in  small  ruminant  lentivirus  (SRLV)  infected  sheep has been  identified  in 

Spain, but the genetic characteristics of the strain involved and differential diagnostic 

tools  for  this outbreak  remain unexplored.  In  this work, 23 Visna‐affected naturally 

infected animals from the outbreak, 11 arthritic animals (both groups presenting anti‐

Visna/Maedi virus serum antibodies), and 100 seronegative animals were used. Eight 

of  the  Visna‐affected  animals  were  further  studied  post‐mortem  by 

immunohistochemistry. All had lesions in spinal cord, being the most affected part of 

the central nervous system in six of them. A representative strain of the outbreak was 

isolated.  Together with  other  proviral  sequences  from  the  outbreak  the  virus was 

assigned  to  genotype  A2/A3.  In  vitro  culture  of  the  isolate  revealed  that  viral 

production was  slow/low  in  fibroblast‐like  cells but  it was high  in blood monocyte‐

derived macrophages.  The  long  terminal  repeat  (LTR)  of  the  viral  genome  of  this 

isolate  lacked an U3‐duplication, but  its promoter activity  in fibroblast‐like cells was 

normal compared to other strains. Thus, viral production could not be  inferred from 

the  LTR  promoter  activity  in  this  isolate.  Analysis  of  the  viral  immunodominant 

epitopes among SRLV sequences of the outbreak and other known sequences allowed 

the design of a synthetic SU peptide ELISA that detected the Visna affected animals, 

representing a  tool of epidemiological  interest  to control viral  spread of  this highly 

pathogenic strain. 

I. Glaria, R. Reina, H. Ramírez, X. de Andrés, H. Crespo, P. Jauregui, E. Salazar, L. Luján, M.M. 
Pérez, J. Benavides, V. Pérez, L. Polledo, J.F. García‐Marín, J.I. Riezu, F. Borrás, B. Amorena, D. 
de Andres. Visna/Maedi virus genetic characterization and serological diagnosis of infection in 
sheep from a neurological outbreak. Veterinary Microbiology 2012, 155: 137‐146. 
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INTRODUCTION 

Small  ruminant  lentiviruses  (SRLVs)  are  a  heterogenous  group  of  viruses 

currently classified into five genotypes according to phylogenetic studies. Genotype A 

corresponds  to  Visna/Maedi  virus  (VMV)‐like  strains,  genotype  B  includes  caprine 

arthritis encephalitis virus  (CAEV)‐like  isolates, genotype C  is present  in SRLVs  from 

Norwegian  sheep and goats, genotype D has been  identified by analysing pol SRLV 

sequences  from Swiss and Spanish  sheep and  finally genotype E has been  found  in 

SRLV from Italian goats [1‐5]. 

VMV was firstly described by Icelandic researchers  in the 1950’s as the cause 

of a wasting disease causing a neurological form characterized by ataxia and paralysis 

of  the  hind  legs  [6].  Strains  isolated  from  the  infected  animals  clustered  together 

genetically as part of the genotype A [7]. A molecular Icelandic VMV clone has been 

generated and tested for neuropathogenicity in vivo [8] to reproduce experimentally 

the disease, finding that it affects mainly the periventricular area, with an association 

between  the  severity of central nervous  system  (CNS)  lesions and  the  frequency of 

virus  isolations  [6,  9].  A  duplicated  sequence within  the  viral  LTR  of  the  Icelandic 

neurological  strains has been described as a determinant of  cell  tropism  [10],  such 

that  deletion  of  a  CAAAT  sequence  from  this  duplication,  reduces  viral  growth  in 

choroid  plexus  cells.  In  addition,  duplicated  CAAAT  sequences  have  been  found  in 

neurological but not in field Maedi cases [10]. 

In sheep from the Mediterranean area, where pneumonia and/or mastitis are 

mainly reported [11], the appearance of arthritis is restricted to particular areas [12] 

and encephalitis  (Visna)  is  rare  [13], except  for  the extensive neurological outbreak 

found  in Assaf sheep of the central (North West) area of Spain [14‐16], an area with 

more  than 4 million  sheep and about 170,000 goats where numerous  cases of  the 

neurological  form have  been diagnosed.  The  affected  animals of  this outbreak  are 

being  prematurely  culled  and  present  histological  lesions with  similarities  to  those 

described  formerly  in  Icelandic  sheep. However  in  this  outbreak,  the  frequency  of 

appearance of clinical symptoms is higher than in any previous work (other than the 

Icelandic epidemic) and a  significant proportion of  the  clinically affected animals  is 
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below two years of age, and can be as young as 4‐6 months. The spinal cord of the 

clinical infections appears as a main lesion site and some animals show myelitis as the 

only  lesion,  in the absence of brain  lesions [14‐16]. Furthermore, the disease affects 

young  and  adult  animals,  with  high mortality  rates  causing  significant  production 

losses [14]. 

SRLV  infection  is mainly controlled by serology‐based diagnosis and culling of 

seropositive animals and their offspring. The viral envelope SU5 hypervariable region 

antigens have been amongst  the most  frequently used  to develop ELISA serotyping 

tools  [17]. However,  serum  antibody  titres may  fluctuate,  leading  to misdiagnosis. 

Alternatively, PCR may help to detect infection at early stages, but low viral load and 

genetic  variability  may  reduce  significantly  its  diagnostic  efficiency.  The  available 

diagnostic  tools have helped  to detect so  far  infections  in  the Spanish outbreaks of 

the arthritic  [12] and neurological  [15]  forms of SRLV disease, but do not appear to 

discriminate the infections according to the outbreak.  

This  work  aims  to  isolate  and  characterize  genetically  and  biologically  a 

representative highly pathogenic strain of the Spanish neurological outbreak. Genetic 

characterization and  immunologic profiling of  the outbreak viral sequences allowed 

the  development  of  a  serological  tool  based  on  a  synthetic  peptide  ELISA  for 

differential detection of outbreak neuropathogenic strain infection, a tool which may 

be of use in diagnosis, control and epidemiological studies, particularly in Europe. 

MATERIALS AND METHODS 

Animals and samples 

The  study of clinically affected animals  from  the Spanish  region of Castilla y 

León  involved seven adult (> 2 years of age) Assaf sheep, one male and six females, 

and a Milchschaf ewe, having neurological clinical signs (no other macroscopic signs) 

compatible with Visna  (i.e. hind  leg weakness, ataxia and  recumbency). Each of  the 

animals (Nos. 160, 166, 292, 336, 358, 368, 697 and 698) belonged to different flock. 

Prior  to euthanasia, peripheral blood mononuclear cells  (PBMC) were  isolated  from 

EDTA‐blood  on  a  Ficoll‐Hypaque  gradient  (d=1.077;  Lymphoprep  Axis‐Shield). 
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Euthanasia was done by  intravenous  injection of barbiturate overdose  followed by 

exsanguination.  Complete  necropsy  analysis was  performed  in  the  8  animals.  The 

brain  and  the  entire  spinal  cord were  removed  and  carefully  examined by  coronal 

slicing.  When  gross  lesions  appeared,  samples  were  collected  in  PBS  and  1% 

antibiotic‐antimycotics (Gibco) for viral isolation. In addition, samples from the brain, 

including choroid plexus, several areas of the spinal cord,  lung and mammary gland 

were collected in RNAlater (Qiagen) for genomic amplification. Alternatively, samples 

from the same tissue area were fixed  in 10% buffered formalin for histopathological 

examination.  

For  the  study  on  antibody‐based  diagnosis,  serum  was  obtained  from  34 

Spanish  seropositive  sheep  showing  a  single macroscopic  clinical  sign:  11  arthritic 

animals  from  an  arthritis  outbreak  of  Aragón  (North‐East  Spain);  and  23  Visna 

affected  animals  from  the  Castilla  y  León  region  (North‐West  Spain),  belonging  to 

flocks  with  high  incidence  of  the  neurological  form.  Also,  serum  from  100 

seronegative  control  sheep,  kindly  provided  by  Drs.  V.  Andresdottir  (University  of 

Reykjavik) and Sergio Rosati (University of Turin) from certified SRLV‐negative flocks, 

was used in order to determine the cut‐off value (see ELISA below). 

Immunohistochemistry 

CNS sections  from the studied animals showing  lesions consistent with Visna 

were  investigated  by  immunohistochemical  labelling  of  VMV  proteins,  using  the 

reagents  and methods  previously  described  [15].  Briefly,  sections were  incubated 

overnight at 4°C with a pool of monoclonal antibodies  [18] against p27 and gp130 

viral  proteins  diluted  1/50.  They  were  then  treated  with  biotinylated  horse  anti‐

mouse  IgG  diluted  1/20  for  30 min  at  room  temperature  and  incubated with  an 

avidin‐biotin‐peroxidase  complex  (Vectastain  Elite;  Vector  Laboratories).  Sections 

were  counterstained  with  haematoxylin  and  mounted  under  coverslips  after 

developing the reaction with diaminobenzidine.  

Neurological outbreak virus isolation and in vitro properties 

Spinal cord from sheep No. 697 was cultured  in RPMI (Gibco) containing 10% 

foetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotic‐antimycotics (Gibco). After three days of 
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culture, the spinal cord was removed and attached cells were incubated in DMEM 2% 

FBS and 1% antibiotics. Supernatants were tested for RT activity weekly (HS‐Lenti RT 

Activity  Kit,  Cavidi)  and,  following  DNA  extraction,  PCRs were  performed  allowing 

proviral detection for diagnosis of infection (see below). 

The viral  stock of 697 was used  to  infect primary cell cultures of  sheep  skin 

fibroblasts  (SF), blood  (monocyte) derived macrophages  (BDM) and a goat  synovial 

membrane  (GSM)  cell  line  (GSM‐T  lacZ  cells,  kindly  supplied by Dr.  Stephen Valas; 

[19],  in which X‐gal staining was used for detecting viral transcription. Cultures were 

monitored for the appearance of cytopathic effect and RT activity in the supernatant. 

Other viral strains 

Where indicated, the following virus sources were used for comparisons with 

697 isolate: strain Ev1 [20], strain Ov496 [12] and the Icelandic clone Kv1772 [7]. 

Polymerase chain reaction and sequencing 

Genomic DNA was  extracted  from  PBMC,  tissue  samples  (kept  in  RNAlater) 

and  trypsinized  culture  cells  (showing  RT  activity‐positive  supernatants)  using 

QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen). Tissue samples were previously lysed in buffer 

(100 mM Tris‐HCl pH 8.5; 5 mM EDTA; 400 mM NaCl; 0.2% SDS) containing Proteinase 

K (50 µg per 107 PBMC or 10 mg of tissue; Sigma) for 1h at 56ºC.  

Proviral  detection  for  infection  diagnosis  (classification  of  animals  into 

infected and non infected categories by PCR) was carried out by partial amplification 

of  LTR  (about 300 nt) and gag  (about 490 nt)  regions, which was performed using 

primers  previously  described  [4]  Amplicons were  cloned  into  pGEMT‐easy®  vector 

(Promega)  following  the  manufacturer’s  instructions  and  then  sequenced  using 

BigDye® Terminator v3.1 chemistry on a 3730 DNA Analyzer (Applied‐Biosystems). To 

determine  the  complete  genome  sequence  of  isolate  697  a  set  of  primers  newly 

designed (Table 1) and previously described [12] was used. 

To  determine  rev  sequence,  RNA  was  extracted  from  697‐infected  skin 

fibroblasts  (RNeasy® Mini  Kit, QIAGEN)  and  rev  transcripts were  analysed. Reverse 

transcription was done with SuperScriptTM II Reverse Transcriptase (Invitrogen) using 
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oligo‐dT  primers.  PCR  amplification  of  rev‐encoding  regions  was  performed  using 

adapted primers [21] of the LTR and env regions. 

 

Table 1. Primers 
Primers used for PCR and sequencing of the isolate 697 complete genome. 

 
 

Sequence analysis and phylogenetic trees 

Partial  sequences  from  LTR  and gag  regions were  aligned with  the ClustalX 

and PHYLIP (Phylogeny Inference Package version 3.5c) programs and trees produced 

by  the  Neighbour  Joining method with  Kimura's  correction,  using  1000  bootstrap 

confidence limits. Results with over 500 bootstraps were considered highly likely. 

Genbank sequence accession numbers are HQ864609‐864616  for LTR partial 

sequences, HQ864599‐864608  for gag partial sequences and HQ848062  for the 697 

complete genome sequence. 

Luciferase assay 

A  luciferase  assay  was  used  to  comparatively  analyse  the  LTR  promoter 

activity of  isolate 697 and other  isolates. For this, LTR‐luciferase plasmids were  first 

constructed  using  proviral  DNA  from  SF  cultures  infected  with  strains  697 

(neuropathogenic;  this  study),  496  (arthritic;  [12]  or  Kv1772  Icelandic  neurological 

with  an  U3  repeat  [10].  Three  segments  of  the  LTR  region  were  amplified  with 

primers specific for each of the strains under study: (1) U3, from the beginning of the 

U3 region to the TATA‐box (negative control); (2) U3‐CAP, from the beginning of the 

U3  region  to  the CAP  site;  (3) TATA‐CAP,  from  the TATA‐box  to  the CAP  site  (basal 

activity). Amplicons were purified with QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). 
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Primers included XhoI and NcoI restriction sites and amplicons were cloned in 

the  pGL4.10[luc2]  plasmid  (Promega)  using  these  restriction  enzymes.  All 

constructions were verified by sequencing. 

For  the  luciferase  assay, GSM  cells  (105  in  24‐well  plates) were  transfected 

with  200  ng  of  each  LTR  construction  using  4  μl  of  LipofectamineTM  Reagent  (Life 

Technologies). Plasmids pGL4.13[luc2/SV40] and  “empty” p‐GL4.10[luc2] were used 

as  positive  and  negative  controls,  respectively.  At  the  same  time,  50  ng  of 

pGL4.73[hRluc/SV40] Vector (Promega) were cotransfected, so the firefly activity was 

standardized  according  to  the  Renilla  luciferase  activity.  After  24  h,  cells  were 

harvested with Passive  Lysis 5 Buffer  (Promega),  and  firefly  and Renilla  luciferase 

activity  were  measured  separately  using  Dual‐GloTM  Luciferase  Assay  System 

(Promega). Protein quantification  in  lysates was done with a colorimetric assay (Bio‐

Rad  Protein  Assay).  Results  were  expressed  as:  U  firefly  luminescence/  U  Renilla 

luminescence/μg  of  protein,  and  percentages  against  positive  control  (100%) were 

plotted (Fig. 2c). 

Synthetic peptide ELISA and other ELISAs 

Based  on  alignment  using  SU5  amino  acid  sequence  deduced  from  697 

complete  genome,  other  sequences  of  the  outbreak  and  previously  described 

sequences [22], a peptide was designed for use as coating antigen in an indirect ELISA 

aimed to identify infected animals of the neurological outbreak. 

For the peptide design, hydrophilic regions of the SU sequence were predicted 

with the algorithms proposed by Hoop and Woods (1981) and Kyte and Doolittle [23], 

and  the  antigenic determinants with  those of Kolaskar  and  Tongaonkar  [24], using 

software  ExPASy  Proteomics  Server  (http://www.expasy.ch/).  This  peptide  was 

named  98M  (sequence  VDMPQSYIEKQKRNK)  and  was  synthesized  by  Thermo 

Scientific Co., using microwave synthesis technology [25]. 

For the 98M peptide‐ELISA, 96‐well microplates (Nunc) were coated with 300 

ng  of  98M  peptide  in  carbonate  buffer  (pH  9.6)  or  carbonate  buffer  as  negative 

control. Plates were allowed  to dry overnight  at 37ºC  and  then blocked with 2.5% 

bovine casein for 1 h at 37ºC. After five washes with PBS with 0.1% Tween 20, serum 
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samples were diluted 1/20 in PBS containing 1.25% bovine casein and incubated for 1 

h at 37ºC. Subsequently, protein G (0.2 µg/ml) diluted in the same buffer was added 

and plates  incubated  for  1 h  at  37ºC. After  a  final washing  step,  the  reaction was 

developed using ABTS and plates were read at 405 nm. Net absorbance was obtained 

by subtracting the absorbance in the well without antigen from the absorbance of the 

well with antigen. The cut‐off value was defined as three times the standard deviation 

of the absorbance values obtained in the group of negative sera (n=100). 

To  verify  the  infection  status  of  sheep,  two  available  ELISAs  were  used 

following the corresponding manufacturer’s instructions: Elitest (Elitest‐MVV Hyphen‐

Biomed, France) based on p25 recombinant and TM synthetic peptide antigens; and 

Chekit (AG‐CHEKIT CAEV / MVV kit, IDEXX Switzerland) based on whole virus antigen.  

RESULTS 

Serological,  pathological  and  immunohistochemical  analysis  of  clinically 

affected sheep from the neurological outbreak 

The  eight  animals  studied  at  necropsy  were  found  infected  (according  to 

Elitest)  and  had  non  purulent  myelitis,  characterized  by  wedge‐shaped  areas  of 

demyelination  in  the  white  matter,  with  mononuclear  perivascular  cuffs  and 

infiltration of gitter cells  in the neuropile.  In three animals (Nos. 336, 368 and 698), 

lesions appeared also in the brain, with severity similar to or lower than that found in 

the spinal cord  lesions. The animals, except No. 368, showed also mild‐to‐moderate 

microscopic  lesions  characteristic  of  Visna/Maedi  in  lung  and  or mammary  gland. 

Immunohistochemical  labelling of spinal cord samples, where  lesions were the most 

severe,  revealed  the presence of viral antigen  (p27 and gp130)  in  the cytoplasm of 

few  cells morphologically  consistent with macrophages  and  always  related  to  the 

lesions (Fig. 1).  
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Fig. 1.  Immunohistochemical preparation of spinal cord  from sheep 697 with neurological 
(visna) macroscopic clinical signs. A positive immunohistochemical labelling (brownish‐golden 
pigment) of a mononuclear cell morphologically compatible with a macrophage or  reactive 
microglial cell  is shown, as previously described antibodies against p27 and gp130 (Gelmetti 
et  al.,  2000).  The  remaining  cells  are  distributed  as  a  diffuse mononuclear  inflammatory 

infiltrate of the neuropil. 400. 

Viral  isolate  from  the  neurological  outbreak:  in  vitro  properties  and 

phenotype 

Once  demonstrated  the  presence  of  SRLV‐related  signs  within  the  CNS,  a 

representative  strain of  the outbreak was  successfully  isolated upon a  two‐week  in 

vitro  culture of  the  affected  spinal  cord  from  animal 697,  a  stage  in which  culture 

supernatants  presented  RT  activity  and  had  infectious  properties.  Viral  genetic 

amplification  by  PCR  using  cells  infected  with  these  supernatants  and  amplicon 

sequencing  allowed  the  identification  of  the  new  neuropathogenic  isolate,  named 

697 hereafter.  

This new isolate was used to infect different ovine (BDM and skin fibroblasts) 

and caprine cells  (GSM‐T LacZ cells)  in order  to comparatively study  the phenotype 

according to in vitro replication measured by RT activity of culture supernatants post‐

inoculation. By one week post‐inoculation, RT activity when using isolate 697 became 

high (≥ 2.68 mean ± 0.28 s.d.) and stable in BDM but it was low in GSM‐T cells (Fig. 2a) 
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and also decreased progressively after each passage  in  fibroblast cultures,  reaching 

low  levels  in SF  (≤ 0.33 ± 0.25 s.d.; P <0.05 vs. BDM using Mann‐Whitney’s  test).  In 

contrast, strains Ev1 and Ov496 yielded similarly high RT activity values in GSM‐T cells 

(Fig. 2a) and maintained high levels in BDM (≤ 2.68 ± 0.51 s.d.) and fibroblast‐like cells 

(≤ 2.98 ± 0.33 s.d.) upon subculture.  

In  order  to  assess  whether  the  diminished  RT  activity  in  697‐infected 

fibroblasts was due to diminished transcription, GSM‐T  lacZ cells were  infected with 

697 or the highly pathogenic CAEV‐like ovine isolate (Ov496) and stained with X‐gal to 

detect  Rev  production  (number  of  stained  cells)  at  different  days  post‐inoculation 

(Fig. 2b). Although the assay is qualitative, it distinguishes between normal vs. highly 

diminished  levels of Rev production. These  levels were normal upon  infection with 

697 and Ov496 strains at different time points,  leading within a week (5‐10 days) to 

the appearance of small  (with 4‐10 nuclei,  from  the 8th day on) and  large syncytia, 

respectively  (Fig 2b). Thus,  it appeared  that Rev  transcription  levels of 697‐infected 

fibroblasts could not explain the observed diminished RT‐activity of this isolate. 
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Fig. 2. Comparative study between  isolate 697 and other small ruminant  lentivirus strains 
on RT activity of GSM‐T cells; syncytium formation in these cells and Rev protein production 
in these cells, as detected by X‐gal staining; and promoter activity of the LTR U3 region. (a) RT 
activity (A405) in culture supernatants of GSM‐T cells  inoculated with 100 TCID50 of different 
SRLV strains. Supernatants were collected on days 3, 5, 7, 10 and 18 post‐inoculation. Srains 
used:    EV1,  496  and  697.  Culture medium  (DMEM) with  10%  bovine  fetal  serum  and  1% 
antibiotic was used as negative control;  (b) Syncytium production and LTR activity of strain 
697.  (c)  X‐gal  staining  of  infected  cells  and  syncytia  after  8  days  of  inoculation with  697 
(medium panel) or Ov496 (right panel) strains of GSM‐T lacZ cell cultures. Uninfected culture 
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is  included as control  (left panel); c) Promoter activity of  the LTR U3  region of  strains 697, 
Kv1772 and Ov496. Results are expressed as U firefly luminescence/ U Renilla luminescence/ 
μg of protein, percentages being plotted against the positive control (pGL4.13). 

Viral  sequence  amplification  and  phylogenetic  analysis  in  the  clinical 

outbreak 

In  order  to  characterize  the  sequences  of  the  circulating  virus  within  the 

outbreak, we carried out a comparative study  including the sequence of  isolate 697 

and  those  from  other  animals  of  the  outbreak.  Blood  and  tissue  SRLV  partial 

sequences obtained (Table 2) from the animals under study were quite homogenous, 

the maximal differences between sequences being 19.4% and 16.4% for the gag and 

LTR regions analysed, respectively. Sequences always clustered with those of typical 

VMV‐like  genotype  A  strains,  using  either  1.2  Kb  pol  or  1.8  Kb  gag‐pol  sequences 

(Shah et al., 2004) (results not shown). Isolate 697 was of genotype A, clustering with 

other  A  isolates,  either  from  the  Iberian  peninsula  (Spain  and  Portugal), 

independently of the host (goat vs. sheep) and geographic proximity within this area 

(West vs. East coast), or  from other origins. Assignment  to a specific subgroup was 

unclear since similarity values located this isolate intermingled between A2 and A3 in 

line with  previous  findings  on  the  proximity  of  A2  and  A3  subtypes  [5].  Thus  the 

isolate 697 was assigned to the A2/A3 subtype. 
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Table 2. Proviral detection by PCR 
PCR  results on partial  LTR  (about 300 nt)  and gag  (about 490 nt)  regions  in different 
tissue  samples  (spinal  cord,  SC;  choroid  plexus,  CPx;  mammary  gland,  MG;  lung,  L; 
peripheral blood mononuclear cells, PBMC; and bronchoalveolar lavage cells, BAL) from 
eight adult ovine showing clinical Visna. 

 
 
 
 
 

In  line  with  these  results,  the  complete  genome  sequence  of  strain  697 

clustered with known A VMV‐like full genome sequences (Fig 3), the main differences 

being  located  in the hypervariable region of the env gene. The most heterogeneous 

region corresponded  to V4‐V5 ENV protein domains  (Fig 4), previously proposed as 

targets  for  serological diagnosis  [22].  The hypervariable  region  1 of  env  (HV1) was 

highly  conserved  among  SRLV  strains  and  the  hypervariable  region  2  (HV2)  was 

heterogeneous.  Regarding  a  known  antigenic  site  of  the  transmembrane  protein 

(TM), isolate 697 presented the QH amino acid sequence like all the known VMV‐like 

strains, rather than the HQ sequence present in CAEV‐like isolates [12]. 
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Fig. 3. Phylogenetic  tree  involving  the  full  genome of 697  and GenBank  SRLV  sequences. 
Genotypes A, B1, B2, C and E are indicated at the end of the name of each strain. Bootstrap 
values  are  also  indicated.  The  sequences  included  in  the  phylogram  are:  CAEV1GA 
(AF322109),  Ov496  (FJ195346),  CAEVCo/Cork  (M33677),  CAEV  Gansu/1GA  (AY900630), 
Shanxi  (GU120138),  Roccaverano  (EU293537),  Seui  (GQ381130),  Swiss  Goat  Isolate 
(AY445885,  AY445886),  USA85/34  (AY101611,  U64439),  P1OLV  (AF479638),  Kv1514 
(M10608), Kv1772 (L06906), EV1 (S51392) and SAOMVV (M31646).  

Fig.  4.  Alignment  of  deduced  amino  acid  sequences  of  HV1,  HV2  and  HV5  regions 
(highlighted in grey) of the ENV protein from SRLV isolates. Sequences are aligned against 697 
isolate (top). Dots  indicate  identity with 697 and dashes represent gaps. Accession numbers 
are M60855 for CAEV‐63 and those indicated in Fig.3 caption. 
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The similarity  in the complete Gag protein between strain 697 and VMV‐like 

prototypes was  very  high  (89‐92%), maintaining  the  previously  described  antigenic 

sites [26‐28].  

Remarkably, there was a low similarity between the 697 Vif protein and VMV‐

like prototypes (61‐68%) or CAEV‐like strains (49‐52%). The ELOC binding motif of the 

SRLV  Vif  protein,  capable  to  interact  with  APOBEC3  for  its  degradation  [29], 

presented  in  isolate 697 the sequence SLQRLT, slightly different from the consensus 

sequence (S/T LQ Y/R LA). 

LTR sequence alignment of strain 697 with VMV‐like and CAEV‐like prototype 

sequences  revealed  the  absence  of  a  U3  repeat  from  the  697  genome,  a  repeat 

present in SRLV strains such as Kv1772 (43 nt repeat; Accession No. L06906), Ev1 (45 

nt  repeat; Accession No. S51392), SA‐OMVV  (42 nt  repeat; Accession No. M31646), 

Gansu  (54 nt repeat; Accession No. AY900630) or CAEV‐Co  (73 nt repeat; Accession 

No. M33677).  

The lack of this repeat resulted in a reduction of potential transcription factor 

binding  sites  [2  AP‐1  and  one  AML(vis)  sites  compared  to  Kv1772  strain]. 

Furthermore, the CAAAT box, located in all the ovine strains around nucleotide 130 of 

the U3  region  and  located  between  the AP‐1  and AML(vis)  sites, was  also missing 

from  strain  697  genome.  Instead,  this  genome had  a CAAAT box, downstream  the 

TATA box, a location not described previously. 

LTR promoter activity 

Knowing that the strain involved in the neurological outbreak under study was 

able to induce disease signs in a high proportion of animals even at an early age, but 

did not present the U3 repeat and had a phenotype slow/low  in fibroblast‐like cells, 

we  investigated  which  was  the  LTR  promoter  activity  of  isolate  697.  For  this, 

constructs U3, U3‐CAP  and  TATA‐CAP  from  three  strains  (697,  Kv1772  and Ov496) 

were made and studied  in relation  to  that of  the SV40 promoter  (plasmid pGL4.13) 

(Fig. 2c) by means of the luciferase assay, using GSM cells. The results indicated that 

the LTR promoter activities of the studied strains were not statistically different from 
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each other (P > 0.05 in Mann‐Whittney’s test; Fig 2c); and the promoter activity of the 

U3‐CAP construct of the three strains involved in this assay (697, 496, and Kv1772 as 

U3‐repeat  control)  was  very  high  compared  to  that  of  SV40  promoter  (positive 

control).  In contrast, the activity of the TATA‐CAP constructs and U3 constructs was 

basal  in  this cellular  system  (Fig 2c). Altogether,  these  results  indicate  that  the LTR 

promoter activity of strain 697 (and others)  involved the U3‐CAP region (not the U3 

or the TATA‐CAP regions alone) and was not altered in this strain compared to others 

(for example, Kv1772).  

Antibody based diagnostic test development 

Once characterized genetically the virus involved in the neurological outbreak, 

we established the deduced amino acid sequences of viral GAG and ENV proteins and 

determined  consensus  sequences within  the outbreak,  in  an  attempt  to develop  a 

diagnostic tool that would help to detect the  infections of the neurological outbreak 

and  discriminate  them  from  others,  such  as  those  of  the  arthritic  outbreak.  From 

these  sequences,  a  consensus  ENV  SU  peptide  (No.  98M)  of  15  amino  acids was 

selected from a battery of synthetic peptides, then, it was synthesized and used as a 

coating antigen in an indirect ELISA developed for this study (Fig 5). Sera tested in this 

98M  peptide  ELISA  were  from  different  flocks  of  two  outbreaks,  one  of  which 

included animals  from  the neurological outbreak with neurological disease  (n = 23) 

and the other included animals suffering from SRLV arthritis (n = 11) (Fig 5). A group 

of  seronegative  animals  (n  =  100)  included  as  control was  used  to  determine  the 

threshold  value  of  the  newly  designed  peptide  98M  ELISA.  In  this  ELISA,  the 

proportion  of  positive  animals was  higher  (Fisher’s  exact  test;  P  <  0.05;  Fig.  5)  in 

animals  affected by  the neurological outbreak  than  in  those  affected by  lentivirus‐

induced arthritis  (100% vs. 9%,  respectively). Altogether,  these  results  indicate  that 

the peptide 98M ELISA can be used, on one hand, to detect animals infected with the 

main  viral  strain  involved  in  the  outbreak  (697‐like)  and,  on  the  other  hand,  to 

discriminate  between  the  infections  of  both  Spanish  outbreaks,  neurological  vs. 

arthritic. 
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Fig. 5. Box plot of net absorbances obtained in the ELISA coated with 98M peptide of serum 
from  the Visna outbreak  (n=  23)  and  arthritic outbreak  (n=  11)  clinically  affected  animals. 
Discontinuous  line:  cut‐off value  (0.32). * P < 0.05  for differences between groups  (Mann‐
Whitney test). 

 

DISCUSSION 

SRLVs have been characterized phylogenetically  in different countries, but to 

understand the mechanisms involved in different clinical forms of the disease and to 

control  the spread of virulent strains  from outbreaks  relevant  to animal production 

and health,  studies achieving viral  isolation, genetic and biological  characterization, 

virus  genotyping  and  diagnostic  tool  development  are  needed.  In  the  Spanish 

outbreak under study,  isolation of  the virus was achieved  from  the spinal cord of a 

sheep affected with the neurological form of the disease. This successful isolation was 

expected since all  the animals studied showed severe  lesions, even macroscopically 

evident, in the spinal cord, in agreement with previous reports on this outbreak [14‐

16]. Lesions were more severe in the spinal cord than in the brain. 

PCR  and RT  activity  in  cell  culture  supernatants  confirmed  the  capability  of 

isolate  697  to  induce  a  productive  infection.  This  capability was  high when  using 
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BDM, which was compatible with histopathological findings showing the presence of 

macrophage‐like cells having SRLV positive immunostaining in the CNS lesions (Fig. 1). 

However, the RT activity  in culture supernatants of fibroblast‐like cells  infected with 

this  isolate  decreased  gradually  upon  successive  sub‐culturing,  likely  due  to 

inadaptation of this new  isolate (697) to fibroblast  in vitro culture conditions. These 

differences  between  both  cell  types  (fibroblasts  vs.  BDM)  in  RT  activity  of  culture 

supernatants may be explained by LTR promoter binding factors likely present in the 

BDM (which are major target cells; [30], but missing from fibroblasts.  

However,  the  LTR promoter activity  in  isolate 697  (Fig. 2c) was normal, not 

diminished,  in  fibroblast‐like  cells  compared  to  that  of  the  Icelandic  clone  Kv1772 

(yielded high RT activity in fibroblast culture supernatants), being in both cases higher 

than  the SV40 basal promoter activity. Therefore,  there appeared  to be a sufficient 

number of transcriptional  factors able to bind the 697 LTR  in  fibroblast‐like cells, to 

ensure  transcription.  These  observations  are  in  line  with  recent  observations 

indicating that the role of LTR  in CAEV‐infected goats  is still unclear [31], suggesting 

that env or other viral sequences might be involved in tissue tropism and pathology. 

The ENV protein has a major role  in viral entry and determination of cellular 

tropism  in HIV  [32],  FIV  [33]  and  SRLV  infections  [34‐36].  Taking  into  account  the 

macrophage‐tropic nature of SRLV, the virus of the outbreak under study could have 

colonized  the CNS by carrier macrophages crossing  the blood‐brain barrier  [37]. On 

the other hand, there may cells in the spinal cord permissive to ENV‐mediated entry 

have supported the initial replication and amplification of the virus 697, as observed 

in spinal cord primary cultures. 

Cellular restriction factors able to interact with viral proteins could account for 

the  discrepancy  between  the  relative  extents  of  promoter  activity  (regular  Rev 

production)  and  productive  infection  (decreased  RT  activity)  in  strain‐697  infected 

fibroblast‐like  cells.  Interestingly,  Vif  ELOC‐motif  [29]  targeting  cellular  deaminase 

APOBEC3, which introduces deleterious mutations into viral genome, had a mutation 

in strain 697. 
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The  complete  genome  of  strain  697  was  obtained  by  overlapping  proviral 

amplicons.  Thus,  when  analysing  the  rev  sequence,  the  proviral  DNA  sequence 

obtained in this manner was very similar to the corresponding cDNA, suggesting that 

a  “single main”  provirus  was  analysed.  Similarity  analysis  of  partial  LTR  and  gag 

sequences  from  animals  within  the  outbreak  indicated  that  isolate  697  was 

representative of the circulating strains since divergence was low. The outbreak viral 

sequences  in  BLAST  studies,  and  the  697  sequence  in  the  complete‐genome 

phylogenetic  analysis  (Fig.  3)  clustered with  genotype A  (A2/A3)  reference  strains, 

including  Visna  Icelandic  ones,  suggesting  a  relationship  between  viral  genetic 

characteristics and induced pathology, as previously proposed [12]. Interestingly, 697 

strain could not be associated clearly to a defined A subgroup. As described by Shah 

et al. (2004) differences between A2 and A3 are often not  large enough to separate 

the 2 groups. 

Serologically controlled flocks may still need further assessment [38, 39], due 

to antibody fluctuation, test sensitivity or antigen specificity. On the other hand, PCR 

needs  to overcome genetic heterogeneity and  low viral  load  issues. Thus,  sensitive 

techniques based on local viruses and discriminatory antigens between SRLVs are still 

needed. The  finding  that  in  this study  the most striking differences between  isolate 

697 and classical genotype A strains were located in the ENV SU5 region was relevant 

at  the  time  of  selecting  a  peptide  for  developing  a  diagnostic  tool.  This  region  is 

immunodominant, has a high variability, may help  to detect  the outbreak  infection 

and may allow  the genetic/antigenic  classification of  the  infecting  virus. Therefore, 

we produced a SU5 consensus‐peptide 98M ELISA and tested  it  in two SRLV disease 

outbreaks within  the North‐Central  region of Spain, differing  in  the clinical  signs of 

the  affected  animals  (neurological  in  Castilla  y  León  vs.  arthritic  in  Aragón)  and 

infecting  viruses  (type  A  in  Castilla  y  León  vs.  B  in  Aragón).  Peptide  98M  ELISA 

detected  specifically  all  the  neurologically  affected  sheep  from  the  neurological 

outbreak  tested  and only one of  the  11  arthritic  sheep,  suggesting  the use of  this 

ELISA as a discriminatory diagnostic tool. Furthermore, a high proportion (but not all) 

of  the  animals  seropositive  by  peptide  98M  ELISA  was  also  seropositive  by  both 
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commercial  ELISA  (ELITEST  and  Chekit;  data  not  shown).  Altogether,  these 

observations suggest that the peptide 98M ELISA represents a useful tool to  identify 

possible carriers of the highly neuropathogenic strain (697‐like)  in the outbreak, and 

to control deleterious introductions of this strain into other flocks. Further studies are 

needed in order to determine the performance of this new peptide ELISA in different 

geographic  areas,  where  different  tools  may  be  needed  to  overcome  diagnostic 

deficiencies  attributed  to  the  high  genetic  and  antigenic  heterogeneity  of  SRLV 

infections. 

 

CONCLUSIONS 
Altogether,  our  results  are  compatible with  previous  findings  claiming  that, 

apart from the LTR, other viral and/or cellular sequences are involved in tropism; and 

also with observations suggesting a relationship between viral genetic characteristics 

and induced pathology (in this work, VMV‐like genotype and neurological form). The 

diagnostic tool developed, the 98M peptide ELISA, is able to identify animals clinically 

infected with  the VMV‐like  strain of  the outbreak,  suggesting  that  this  tool may be 

useful to control the spread of this highly neuropathogenic virus to other flocks. 
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CHAPTER III 

Alternative  splicing  derived  truncated  APOBEC3Z1  spliceoforms  as  a 

lentiviral restriction control mechanism 

ABSTRACT 

Intrinsic factors of the innate immune system include apolipoprotein B editing 

enzyme  catalytic  polypeptide‐like  3  (APOBEC3)  that  inhibits  viral  replication  by 

different mechanisms  including  cytosine  deamination  of  viral  DNA.  Sheep  contain 

three APOBEC3 (A3) genes encoding four proteins (A3Z1, Z2, Z3 and Z2‐Z3) with yet 

not  fully  described  antiviral  properties. Using  sheep  blood monocytes  and  derived 

macrophages  we  report  an  inhibition  of  A3Z1  expression  concomitant  with  viral 

replication  burst.  A3Z1  transcriptional  analysis  revealed  the  presence  of  spliced 

variants  lacking  cytidine  deaminase  motif  (A3Z1Tr).  Homologous  (ovine  skin 

fibroblasts)  cells  transfected  with  A3Z1  showed  decreased  viral  production  upon 

Small Ruminant Lentivirus infection compared with A3Z1Tr transfected cells, but signs 

of viral DNA editing were not evident. Equivalent A3 truncated spliceoforms were also 

present in human and monkey cells generalizing the presence of A3A spliced variants 

in primates. Overall A3Z1 viral restriction may be regulated by gene expression and 

stimulation of alternative splicing truncated forms lacking cytidine‐deaminase motif. 
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Tropismo viral 

En  este  trabajo  se  han  estudiado  los  factores  tanto  del  virus  como  los  del 

hospedador  implicados  en  el  tropismo  de  los  SRLV.  Por  un  lado  se  han  aislado  y 

caracterizado dos estirpes circulantes en España pertenecientes a distintos genotipos 

de SRLV causantes de brotes epidemiológicos con diferentes patologías asociadas. Se 

aisló  un  virus  tipo  CAEV,  del  genotipo  B2,  procedente  de  un  ovino  de  raza  Rasa 

Aragonesa con afección artrítica, y por otro  lado una estirpe tipo VMV, del genotipo 

A2/A3, en una oveja de raza Assaf con síntomas neurológicos. El análisis del genoma 

completo  de  ambas  estirpes  indica  una  posible  asociación  entre  la  secuencia 

nucleotídica y  la  forma clínica que presentan  los animales  infectados. Destacan dos 

regiones genómicas que podrían tener relación con el tropismo viral. La primera de 

ellas  es  la  que  corresponde  a  las  proteínas  de  la  envoltura  viral,  encargadas  del 

reconocimiento del  receptor  celular  y de  la  fusión  y entrada de  los  viriones en  las 

células. 

Los pseudovirus son una buena herramienta para el estudio de  las proteínas 

Env  como  determinantes  del  tropismo  celular.  En  el  laboratorio  contamos  con  la 

estirpe CAEV‐CO clonada en el plásmido pCAEV‐AP que contiene todo el genoma viral 

exceptuando  la envoltura  junto con  la fosfatasa alcalina (AP) humana (cedido por el 

Dr.  Isidro Hötzel  [1]). Así,  co‐transfectando  células  empaquetadoras  293T  con  este 

plásmido y con otro que contenga el gen env, se pueden producir virus pseudotipados 

con distintas envolturas que podrán utilizarse en ensayos de entrada en  los que  se 

transducen  distintos  tipos  celulares,  revelando  la  infección  con  el  sustrato  de  la 

enzima AP. Se  intentaron  clonar  las Env de  las estirpes 496 y 697 en plásmidos de 

expresión eucariótica. La clonación de  la secuencia de  la env completa de  la estirpe 

496 resultó fallida a pesar de los múltiples intentos con plásmidos (pMDG, pN3, Topo, 

CNCR‐HA y pCMVlcn) o bacterias (Top10, DH10B, XL1‐Blue, JM109, DH5α y HB). Ante 

la  imposibilidad  de  clonar  la  env  completa,  se  va  a  proceder  a  amplificar  una 

secuencia más corta a la que le falta parte de la región TM, que es la zona tóxica de la 

proteína, aunque mantendría su funcionalidad [2] y con ello se realizarán los ensayos 
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de  entrada  que  proporcionarán  información  sobre  la  implicación  de  Env  en  el 

tropismo. La secuencia env de 697 se ha clonado ya en el plásmido pCMVlcn de bajo 

número de copia transformando células JM109 (recA‐ y sin el sistema de restricción K 

de  E.  coli).  Tras  la  transfección de  fibroblastos  con  estos  plásmidos  se  visualizaron 

sincitios a las 48 horas, indicando que la producción de las proteínas Env y el anclaje 

en  la membrana plasmática de  las células eran correctos. Además,  las herramientas 

desarrolladas podrán utilizarse también en el estudio de receptores celulares para la 

entrada del virus [3]. 

A  pesar  de  la  tentadora  asociación  entre  la  capacidad  para  entrar  en 

determinadas  células,  condicionada  por  la  secuencia  de  las  proteínas  Env  y  el 

tropismo,  otros  factores  virales  podrían  ser  los  responsables  de  dicho  tropismo 

tisular,  que  provoca  las  distintas  formas  clínicas  observadas  en  los  dos  brotes 

estudiados.  Así,  la  segunda  región  genómica  estudiada  como  responsable  del 

tropismo  se  sitúa en  las  LTR. En  la  región U3  se han  identificado  sitios de unión  a 

factores de  transcripción esenciales para  la  replicación de  los SRLV, así como sitios, 

que  actúan  como  elementos  enhancer,  aumentándola  bajo  determinadas 

circunstancias. Se ha sugerido que la replicación viral depende de la disponibilidad de 

dichos  factores  de  transcripción  en  los  tipos  celulares  presentes  en  los  diferentes 

tejidos  diana  de  los  SRLV  [4,5].  Como  elementos  enhancer,  los  sitios  TAS  y  GAS, 

relacionados con el desarrollo de lesiones artríticas favorecidas por la alta producción 

de TNFα e IFNγ en los procesos inflamatorios, no se han encontrado duplicados en la 

estirpe  496  causante  de  un  brote  importante  de  artritis  en  ovinos.  La  LTR  de  697 

carece  también  de  la  repetición  en U3  presente  en  aislados  nerviosos  de  Islandia, 

reduciendo el número de sitios de unión a factores de transcripción, lo que no parece 

disminuir su actividad  transcripcional. Situaciones  fisiológicas en  las que se produce 

un cambio hormonal, por ejemplo el parto o la lactancia pueden también modificar la 

replicación viral por acción directa con la región LTR [6]. 

Los estudios  llevados a cabo en esta  tesis no sugieren que  la  región LTR sea 

responsable  del  tropismo  ya  que  a  pesar  de  mostrar  una  alta  actividad 

transcripcional, la replicación de la estirpe 697 en fibroblastos ovinos es lenta y baja. 
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Sin  embargo,  es  posible  que  la metodología  empleada  para  la  valorar  la  actividad 

transcripcional no sea la adecuada ya que el empleo de plásmidos podría no emular la 

situación  natural,  en  la  que  otros  factores  como  el  empaquetamiento  de  la 

cromatina, el perfil de metilación de citosinas, etc., podrían influir en dicha actividad. 

Para  evaluar  de manera  óptima  la  actividad  transcripcional  de  los  SRLV  sería  de 

interés  generar  vectores  lentivirales  de  SRLV  que  inserten  las  diferentes 

construcciones del LTR diseñadas en el Capítulo  II en el genoma celular y así valorar 

su actividad transcripcional. 

Factores del hospedador 

Es  importante  tener  en  cuenta  que  generalmente  los  animales  afectados 

presentan más de una forma de la enfermedad, por ejemplo, en el brote artrítico del 

aislado 496, además de artritis  las ovejas presentan afección pulmonar en un 54% y 

mamaria  en  un  77%  [7].  El  virus  se  detectó  también  en  PBMCs  y  lavado 

broncoalveolar, pero nunca en muestras de cerebro. En el brote al que representa el 

aislado 697, el virus fue detectado con más frecuencia en muestras de médula espinal 

y  pulmón,  pero  también  se  vieron  afectados  el  plexo  coroideo,  mama,  lavado 

broncoalveolar o PBMCs.  La patología observada en  ambos brotes parece estar en 

consonancia  con el grupo  filogenético al que  se han asignado  los virus  infectantes: 

artrítica‐genotipo B2‐tipo CAEV y neurológica‐genotipo A2/A3‐tipo VMV, sin embargo 

las razas implicadas en sendos brotes son diferentes, Rasa Aragonesa en el artrítico y 

Assaf  en  el  neurológico.  Ensayos  in  vivo  con  estas  dos  estirpes  y  estas  dos  razas 

podrían demostrar  la relación entre genotipo y clínica, o por el contrario dar peso a 

otros  factores  como  la  susceptibilidad  de  la  raza,  el  manejo  zootécnico,  etc.  En 

colaboración  con  el  grupo  del  Dr.  Lluís  Luján  (Universidad  de  Zaragoza)  se  han 

seleccionado ovinos de raza Rasa Aragonesa de ganaderías libres de SRLV acreditadas 

[8], verificados  tanto por serología como por PCR, que se han  infectado con ambas 

estirpes  para  averiguar  si  el  hospedador  puede  determinar  la  patología  inducida. 

Además  se  han  empleado  distintas  vías  de  administración,  intramedular  e 

intratraqueal, con el fin de valorar el efecto de la vía de entrada en el desarrollo de la 
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sintomatología. Se estudiará  la cinética de  la  infección (PCR y ELISA) durante toda  la 

fase experimental. Para el análisis de  la  clínica,  se está  llevando a  cabo un estudio 

anatomopatológico que, de manera preliminar, parece indicar que exista una relación 

directa entre el genotipo y la clínica observada, al menos en la infección con la estirpe 

496. 

Herramientas de diagnóstico 

El conocimiento de  las secuencias de  las estirpes de SRLV, especialmente  las 

que causan brotes epidemiológicos importantes,  puede ayudar también a mejorar las 

herramientas diagnósticas disponibles. El uso de ELISAs para el control y erradicación 

de  los  SRLV  basados  en  epitopos  de  una  sola  estirpe  viral,  los  más  abundantes 

actualmente en el comercio, puede dar lugar a falsos negativos que permitan escapes 

y  la diseminación de virus no detectados, tal como se demuestra en  la  infección por 

los genotipos E [9], B2 [10], A [11] o A4 [12]. Probablemente el caso más alarmante es 

el de Reino Unido en el que se aplican medidas de control basadas en  la detección 

temprana y eliminación de animales seropositivos (www.sheepandgoathealth.co.uk), 

donde  se  han  detectado  numerosos  casos  de  seroconversión  y  de  afección  clínica 

[13,14].  El  desarrollo  de  test  serológicos  locales  permitiría  un mejor  control  de  la 

infección y además podría aportar  información  sobre  la distribución geográfica  real 

de un determinado brote. El alineamiento de  la secuencia aminoacídica de  los virus 

del brote nervioso junto con secuencias antes descritas [15] ha permitido seleccionar 

un  péptido  inmunogénico  de  la  región  hipervariable  SU5  para  el  desarrollo  de  un 

ELISA  indirecto,  siendo  buen  candidato  para  el  diagnóstico  específico  del  brote 

neurológico y además permitiendo distinguir  los virus de  los dos brotes estudiados. 

Hemos  explorado  el  uso  de  péptidos  sintéticos  de  las  regiones  Env  y  Gag  en 

comparación con ELISAs disponibles en el mercado  (Elitest y Chekit), en una batería 

de sueros ovinos y caprinos  incluyendo el brote artrítico, el brote nervioso, de otras 

regiones  de  España  como Guipúzcoa,  Vizcaya, Navarra  o  Teruel  y  sueros  de  otros 

países como Reino Unido, Islandia, Méjico, Italia, así como sueros negativos de ovinos 

y caprinos de Reino Unido, Islandia e Italia para determinar los valores umbral de los 
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ELISAs diseñados. Tal y como se describe en esta tesis, el péptido 98M es adecuado 

para detectar anticuerpos específicos del genotipo A,  incluyendo sueros distintos al 

brote nervioso de Castilla y León, pero no del genotipo B. Así, el uso de  los nuevos 

ELISAs  basados  en  péptidos  únicos  podría  ayudar  al  genotipado  de  las  estirpes 

circulantes y su combinación con ELISAs estándares mejorar el diagnóstico y control 

de los SRLV [11]. 

Desarrollos posteriores basados en la combinación de péptidos sintéticos han 

permitido  la  detección  temprana  y  específica  de  la  infección  experimental  con  las 

estirpes  496  y  697,  tanto  por  la  vía  intramedular  como  por  la  intratraqueal, 

mejorando  significativamente  la  sensibilidad  de  los  tests  disponibles  en  comercio. 

Además  el  uso  individual  de  los  péptidos  permite  el  serotipado  de  la  infección, 

haciendo de ellos una herramienta útil para el diagnóstico y control de  los SRLV, ya 

que permitiría añadir péptidos de una manera rápida y a bajo coste para adecuar el 

test  serológico  a  las  estirpes  circulantes  en  diferentes  regiones.  Este  desarrollo  ha 

sido recientemente transferido a la empresa Ingenasa ([16]; ES2387243). 

Factores de restricción de la inmunidad innata 

A pesar de que  los virus aprovechan  la maquinaria celular para completar su 

ciclo  replicativo,  existen  proteínas  celulares  capaces  de  restringir  o  dificultar 

directamente el proceso de  infección. Estas proteínas responsables de  la restricción 

específica  de  especie  de  muchos  virus,  evitan  así  zoonosis  y  su  estudio  es 

particularmente  interesante en el  campo de  los SRLV,  capaces de  transgredir dicha 

barrera entre ovinos y caprinos. TRIM5α y APOBEC3 son los principales actores de la 

restricción  específica  de  especie  bloqueando  diferentes  pasos  del  ciclo  viral.  En 

concreto,  hemos  observado  cómo  la  diferenciación  de  monocitos  ovinos  a 

macrófagos  conlleva  una  disminución  de  la  expresión  de  A3Z1  pero  no  de  las 

moléculas A3Z2, A3Z3 y A3Z2Z3, al mismo tiempo que aumenta  la replicación de  los 

SRLV.  Así  mismo,  macrófagos  estimulados  con  IFNγ,  resistentes  a  la  infección, 

presentan una expresión de A3Z1 elevada mientras que en  los estimulados con IL‐4, 

permisivos  a  la  infección,  permanece  baja.  Muchos  autores  clasifican  los  tipos 
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celulares como permisivos o no permisivos a  la  infección por HIV‐ΔVif dependiendo 

de la expresión de las proteínas A3. Así, parece que el tropismo puede estar también 

condicionado  por  la  presencia/ausencia  de  A3  eficientes  a  la  hora  de  controlar  la 

replicación  viral.  Hemos  identificado  en  el  desarrollo  de  esta  tesis,  isoformas 

derivadas  de  splicing  alternativo  de  los  transcritos  de  A3Z1  en  ovinos,  caprinos, 

rumiantes  silvestres,  monos  y  humanos.  Resultaría  interesante  realizar  una 

cuantificación  de  las  variantes  de  splicing  alternativo  de  A3Z1  en  estas  células, 

concretamente de la forma truncada A3Z1Tr que carece del dominio desaminasa. Con 

este  fin  hemos  diseñado  diferentes  cebadores  sentido  en  la  zona  del  splicing, 

limitando el número de nucleótidos complementarios a  la secuencia en dirección 3’ 

(downstream)  del  splicing,  pero  todos  ellos  han  amplificado  de  forma  eficaz  la 

isoforma  entera  de A3Z1  además  de  la  isoforma  truncada. Así,  las  PCRs  diseñadas 

permiten  la detección de A3Z1Tr, por visualización de un pico específico en  la curva 

de disociación de los amplicones, pero no su cuantificación. El uso de sondas Taqman 

que  proporcionan  una  mayor  especificidad  podría  ayudarnos  a  superar  esta 

dificultad.  

La detección directa de  las distintas  isoformas de A3Z1 al nivel proteico por 

western  blot  (WB)  nos  podría  aportar  una  información  similar,  pero  no  existen 

anticuerpos anti‐A3 comerciales de  la especie ovina. Para ello, hemos ya producido 

proteína A3Z1  recombinante con  la que  inmunizamos conejos para  la obtención de 

un  suero  hiperinmune que  nos  servirá  para  identificar A3Z1  ovino  y  sus  isoformas 

derivadas de splicing. Preliminarmente,  los WB realizados sobre muestras de células 

293T o CHO transfectadas con A3Z1, muestran una buena especificidad y sensibilidad. 

En estos momentos se está procediendo a  la optimización del uso de este suero de 

conejo  anti‐A3Z1  en  WB  de  muestras  de  macrófagos  que  permita  una  mejor 

comprensión  de  la  expresión  de  las  distintas  isoformas  de  A3Z1  en  distintas 

condiciones (IFN‐γ, IL‐4, infección con SRLV…). 



Proyectos futuros 

201 

Restricción heteróloga 

La  co‐evolución  hospedador‐patógeno  ha  originado  una  fuerte  selección 

positiva  en  las  proteínas  responsables  de  la  restricción,  evidenciando  un 

“acomodamiento”  a  la  infección  lentiviral  natural  propia  de  la  especie  en 

consideración.  La  exposición  de  estos  virus  a  los mismos  factores  procedentes  de 

otras  especies,  y  por  lo  tanto  “acomodadas”  a  otros  lentivirus,  podría  dar  lugar  a 

interacciones insólitas que tendrían éxito a la hora de restringir la replicación viral.  

Los  principales  factores  de  restricción  responsables  de  la  existencia  de  la 

barrera de especie son TRIM5α y APOBEC3. De hecho se han descrito múltiples casos 

de  restricción  heteróloga.  Por  ejemplo  TRIM5  de  mono  rhesus  restringe  HIV‐1  y 

TRIM5 de ovinos lo hace con HIV‐2 [17,18]. 

El capítulo III de esta tesis muestra como APOBEC3Z1 es capaz de restringir la 

infectividad  de HIV‐2  pero  no  la  de HIV‐1  en  comparación  con  el  control  EXN.  Sin 

embargo, no hemos  explorado  aún  la  capacidad  restrictiva de A3Z1  frente  a otros 

tipos de virus como el de la Hepatitis B, Papilomavirus, Parvovirus, etc., sensibles a la 

actividad restrictiva de A3A humano.  

Mejora en la producción y efectividad de vectores virales 

Como se ha mostrado en el Capítulo  III de esta  tesis,  los  fibroblastos de piel 

ovinos  que  expresan  A3Z1  (OSF‐A3Z1)  restringen  SRLV  y  HIV‐1  en  comparación  a 

células que expresan A3Z1Tr o células sin transfectar, pero no respecto al control de 

células  transfectadas  con el plásmido  vacío  (EXN).  Se ha demostrado que  tanto en 

monocitos  primarios  como  en  líneas  celulares  humanas,  el  DNA  exógeno  es 

reconocido  y  eliminado  por  la  inducción  de  APOBEC3A  mediante  mecanismos 

desaminasa  dependientes  [19].  Hemos  comprobado  que  los  fibroblastos 

transfectados  con un plásmido  vacío muestran una  sobreexpresión de  las distintas 

moléculas A3, siendo la expresión de A3Z1 alrededor de 100 veces mayor respecto a 

fibroblastos sin transfectar,  lo que explica  la ausencia de diferencias significativas en 

la restricción. Así, según se ha demostrado in vitro [19] y recientemente in vivo [20], 
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la  detección  de  DNA  plasmídico  induce  una  respuesta  catabólica  mediante  la 

inducción de A3Z1, que conlleva a  la eliminación del DNA entrante. Este mecanismo 

protector podría estar detrás de  las bajas eficiencias alcanzadas por  las estrategias 

que  actualmente  se  emplean  en  la  terapia  génica.  La  terapia  génica  basada  en 

vectores virales está experimentando un gran avance  siendo  su  talón de Aquiles  la 

baja  eficiencia  de  producción  y  la  escasa  eficacia  terapéutica. Nuestros  resultados 

sugieren  que  células  productoras  de  vectores  virales  que  expresen  isoformas 

truncadas  de  A3Z1  como  A3Z1Tr,  podrían  disminuir  la  actividad  desaminasa  y  por 

tanto  incrementar  los  porcentajes  de  transfección  y  así mejorar  la  producción  de 

vectores in vitro. Por otro lado, como muestran nuestros resultados de transducción, 

la susceptibilidad de  las células para ser transducidas podría aumentar si se expresa 

A3Z1Tr y por tanto, mejorar la capacidad terapéutica de los vectores. La inhibición de 

la  actividad de A3Z1 por parte de  las  isoformas derivadas de  splicing, podría estar 

relacionada  con  la  capacidad  de  las  proteínas  A3  de  formar  heterodímeros.  Sin 

embargo,  desconocemos  si  A3Z1Tr  podría mediante  este mecanismo  unirse  a  las 

proteínas A3 nativas para modificar su actividad. Como se discute más adelante, esta 

hipótesis  se  está  testando  actualmente  en  el  laboratorio.  Tanto  la  reversión  de  la 

restricción como el aumento en la producción de vectores virales para terapia génica 

mediante el silenciamiento de A3Z1 sería una prueba inequívoca de la relación causa‐

efecto.  Con  este  propósito,  durante  una  estancia  en  el  laboratorio  del  Dr.  Yahia 

Chebloune  (University  Joseph  Fourier, Grenoble,  Francia),  se procedió  al diseño de 

siRNA (Small Interfering RNAs) y su clonación en el vector pSilencerTM4.1‐CMVneo con 

los que exploraremos esta posibilidad.  

La restricción por A3Z1 podría no estar  ligada a  la actividad desaminasa de  la 

enzima, ya que no se ha detectado edición en  las secuencias virales a  las 16 horas o 

14 días tras la infección. Sin embargo, hemos encontrado indicios indirectos, como la 

amplificación diferencial utilizando enzimas Pfu sensibles o resistentes a la presencia 

de uracilo en la secuencia molde. La presencia de enzimas de reparación en la célula 

podría enmascarar el nivel de mutaciones presentes en el DNA viral. La uracil‐DNA‐

glicosilasa (UNG) es una enzima de alta eficiencia capaz de escindir el uracilo presente 
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en el DNA originando mellas y su actividad podría estar enmascarando las mutaciones 

producidas por A3Z1. Es frecuente el uso de inhibidores de UNG para poder detectar 

DNA  editado,  como  puede  ser  UGI,  una  proteína  de  un  bacteriófago  de  Bacillus 

subtilis  que  inhibe  N‐glicosilasas  de  mamíferos  [21].  Para  evitar  interpretaciones 

erróneas  procederemos  a  secuenciar  los  amplicones  virales  empleando  dichos 

inhibidores. Pretendemos también mediante 3D‐PCR (differential DNA denaturation‐

PCR), explorar la presencia de mutaciones en el DNA viral. Amplicones con un elevado 

contenido  en  ATs  necesitarían  una  temperatura  menor  de  desnaturalización  que 

amplicones  con  alto  contenido  en GCs.  Además, mediante  sondas  TaqMan  con  la 

secuencia  target  de  A3Z1  (TC),  podremos  cuantificar  la  actividad  desaminasa  en 

lisados  celulares  que  expresen  A3Z1  solo  o  en  combinación  con  A3Z1Tr,  que 

desaminarián  la  C,  convirtiéndola  en  U,  generando  una  mella  en  la  sonda  que 

produciría una rotura en la cadena de DNA, alejando el quencher del reporter lo que 

daría lugar a la emisión de fluorescencia. 

Mecanismos de restricción independientes de la actividad desaminasa  

Por  el  momento,  hemos  determinado  que  en  los  virus  purificados  por 

centrifugación en un gradiente de cesio, producidos en  los sobrenadantes de OSF o 

293T que expresan A3Z1, se detecta HA por WB indicando que A3Z1 se encapsida en 

los viriones y podría ejercer su actividad en las nuevas células infectadas (passenger). 

Además, podrían ser  las moléculas de  las propias células diana  las que restringen el 

virus (cellular). La producción de pseudovirus en células 293T que expresen A3Z1 y la 

posterior  transducción  de  fibroblastos  normales  aportarán  también  información  a 

este respecto. 

La existencia de  interacciones proteína‐proteína entre A3Z1 y A3Z1Tr podría 

aportar  pruebas  de  la  regulación  de  A3Z1  por medio  de  las  isoformas  truncadas. 

Existen  estudios  en  A3  humanos  que  demuestran  su  capacidad  para  formar 

heterodímeros [22,23]. Sin embargo, desconocemos si A3Z1 o las isoformas derivadas 

de splicing en A3A humano son también capaces de formar dichos heterodímeros, así 

como  el  significado  biológico  de  dicha  interacción.  Resultados  preliminares  de 
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coinmunoprecipitación  con  A3Z1  y  A3Z1Tr  etiquetadas  con  HA  y  Flag 

respectivamente, evidencian dicha  interacción. Además,  la expresión de  la proteína 

nativa se  induce a mayores niveles cuando se co‐expresa con A3Z1Tr. El mecanismo 

podría semejarse a  la dominancia negativa que ejercen algunas  isoformas derivadas 

de  splicing  de  TRIM5  sobre  TRIM5α,  como  por  ejemplo  los  presentes  en  células 

humanas  [24].  Ensayos  de  coinmunoprecipitación  extendidos  a  las  proteínas A3Z2, 

A3Z3  y  A3Z2Z3  parecen  indicar  que  A3Z1Tr  coinmunoprecipita  también  con  otras 

proteínas A3, por lo que su expresión podría controlar el mecanismo de restricción de 

una  manera  más  general.  Se  han  identificado  variantes  de  splicing  alternativo 

semejantes a A3Z1Tr en muestras de caprinos, humanos y monos,  indicando que  la 

regulación  de  la  restricción  lentiviral  mediante  formas  truncadas  podría  estar 

conservada  en  otras  especies.  Pretendemos  profundizar  en  el  estudio  de  A3A 

(homólogo  humano  de  A3Z1)  y  su  posible  regulación  por  isoformas  truncadas 

mediante ensayos similares a  los planteados en ovino utilizando pseudovirus y virus 

HIV‐1. Si, según  las hipótesis planteadas, se demuestra que  las  isoformas  truncadas 

pueden regular de manera negativa la expresión o actividad de A3A y otras proteínas 

A3  humanas,  nos  encontraríamos  frente  a  una  herramienta  potencialmente  válida 

para  mejorar  tanto  la  eficiencia  de  producción  de  vectores  lentivirales  como  su 

capacidad  de  transducción  en  la  aplicación  terapéutica,  ya  que  ayudaría  a 

incrementar la transducción ex vivo de linfocitos primarios y otras células inmunes.  
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1. Sobre  el  aislamiento  y  la  genética  de  la  estirpe  implicada  en  el  brote  de

Aragón (artritis).‐ Las secuencias de gag y LTR obtenidas de los animales del 

brote  se  encuentran  filogenéticamente  relacionadas  entre  sí,  agrupándose 

en el genotipo B2 de SRLV. La estirpe 496, aislada de una oveja de raza Rasa 

Aragonesa con afección artrítica, es representativa del brote como  indica  la 

semejanza genética. El genoma completo de la estirpe 496 es de tipo CAEV, 

lo que sugiere una asociación entre la secuencia de las estirpes infectantes y 

el desarrollo de formas de la enfermedad concretas. Sin embargo, el dominio 

de unión a DNA de la integrasa es tipo VMV, lo que sugiere una adaptación a 

la especie ovina. La región LTR carece de repetición y presenta deleción en la 

región R, aunque conserva los motivos GAS, TAS, el sitio AP‐4, la caja TATA y 

la  señal  poly‐A,  confirmando  que  son  sitios  esenciales  para  la  replicación 

viral. 

2. Sobre  el  aislamiento  y  la  genética  de  la  estirpe  implicada  en  el  brote  de

Castilla‐León  (encefalitis).‐  Las  secuencias  parciales  de  gag  y  LTR  de  los 

animales del brote nervioso presentan una alta similitud entre ellas y con la 

estirpe  697,  aislada  de  un  ovino  de  raza  Assaf  con  lesiones  medulares 

severas.  El  genoma  completo  se  agrupa  en  el  genotipo  A,  en  el  que  se 

agrupan  otras  estirpes  neurotrópicas,  sugiriendo  de  nuevo  una  relación 

entre las características genéticas y la patología inducida.  

3. Sobre  la  caracterización  biológica  de  las  estirpes  496  y  697  in  vitro.‐  La

estirpe  496  produce  un  gran  efecto  citopático  y  un  elevado  título  en  el 

sobrenadante de células en cultivo en consonancia con  la  infección natural 

en ovinos. La adaptación al hospedador ovino y la cinética viral podrían tener 

relación  con  la  presencia  de  una  Integrasa  de  tipo  VMV.  El  aislado  697 

muestra una buena producción en macrófagos derivados sangre, compatible 

con  la  presencia  de  células  tipo macrófago  en  las  lesiones,  pero  baja  en 

fibroblastos derivados de piel. La actividad promotora de  la región LTR, que 

carece de la repetición presente en otros aislados causantes de encefalitis es 
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alta, indicando una adecuada distribución de factores de transcripción. Todo 

ello apunta a que  la región LTR por sí sola no es determinante del tropismo 

celular. 

4. Sobre  el  desarrollo  de métodos  diagnósticos  que  permitan  identificar  las

infecciones en ambos brotes.‐ Las diferencias encontradas en las secuencias 

SU5 y TM de ambos brotes permiten el diseño de herramientas diagnósticas 

específicas. El péptido 98M es buen candidato para detectar específicamente 

sueros procedentes del brote neurológico. El ELISA  tapizado con el péptido 

98M permite detectar de manera específica animales con afección nerviosa y 

discriminar  los  animales  con  clínica  artrítica,  convirtiéndolo  en  una  buena 

herramienta para el diagnóstico y control del brote. 

5. Sobre la cuantificación de la expresión de las proteínas APOBEC3 ovinas.‐ La

maduración  de  monocitos  derivados  de  sangre  periférica  a  macrófagos 

conlleva  una  disminución  de  la  expresión  de  APOBEC3Z1,  pero  no  de 

APOBEC3Z2, Z3 o Z2Z3, sugiriendo que esta molécula podría estar implicada 

en  la permisividad  a  la  infección por  SRLV en macrófagos.  Los macrófagos 

estimulados  con  IFN‐γ,  resistentes  a  la  infección  por  SRLV,  expresan  altas 

cantidades de APOBEC3Z1. En cambio,  los macrófagos estimulados con IL‐4, 

permisivos a la infección, presentan una baja expresión de APOBEC3Z1. 

6. Sobre la identificación de variantes de splicing alternativo en APOBEC3Z1 de

ovinos  y  caprinos.‐  El  análisis  de  transcritos  de  APOBEC3Z1  revela  la 

existencia de variantes de splicing alternativo, siendo  la más numerosa una 

isoforma  que  carece  del  dominio  desaminasa  completo,  APOBEC3Z1 

truncado  (A3Z1Tr).  Las muestras  caprinas  presentan  además  una  isoforma 

que pierde el dominio desaminasa manteniendo el motivo de dedo de zinc, 

A3Z1Tr2 y una variante que se traduce en una proteína de 53 amino ácidos 

no identificada en las bases de datos, A3Z1Tr3. 

7. Sobre  la  restricción mediada por APOBEC3Z1 de  SRLV.‐  Los  fibroblastos de

piel  ovina,  permisivos  a  la  infección  por  SRLV,  adquieren  resistencia  al 

expresar APOBEC3Z1  respecto  a  células  que  expresan A3Z1Tr,  tanto  en  lo 
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referente a la carga proviral como a la producción de virus. La restricción se 

observa a pesar de la presencia de la proteína viral Vif y muy probablemente 

de la actividad desaminasa. Sin embargo, no se puede descartar la actividad 

enzimática en la modulación de la infectividad viral.  

8. Sobre  la  restricción  mediada  por  APOBEC3Z1  de  lentivirus  heterólogos

(HIV).‐  Fibroblastos  que  expresan  APOBEC3Z1  inhiben  la  transducción  de 

pseudovirus HIV‐1 en comparación con células que expresan A3Z1Tr, pero no 

respecto  a  células  transfectadas  con  plásmido  control.  En  cambio,  la 

infectividad de HIV‐2 se reduce al expresar APOBEC3Z1 también respecto a 

células  control  transfectadas  con  plásmido  vacío.  La  transfección  con 

plásmidos de DNA aumenta la expresión endógena de A3Z1, por lo que no es 

adecuado para el estudio de la restricción. La restricción heteróloga descrita 

promueve  el  estudio  del  uso  de APOBEC3Z1/A  de  especies  distintas  en  la 

restricción del lentivirus natural infectante en un hospedador. 

9. Sobre  la  identificación de variables de splicing alternativo en APOBEC3A de

humano  y monos.‐  Además  de  APOBEC3A  completo,  existen  variables  de 

splicing  alternativo  en  PBMCs  de  humano  y mono,  equivalentes  a  las  que 

hemos descrito en ovinos. El paralelismo entre esas isoformas y las descritas 

en  ovinos  generaliza  el modelo  a  otras  especies  y  justifica  su  estudio  en 

relación con la infección por HIV‐1. 
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