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and regulation of the polysaccharide meta-
bolism is far from complete. The steps con-
cerning glycogen synthesis were elucidated
in Gram—negative bacteria and it was esta-
blished that the committed step is given by
the ADP-GIc PPase, an allosteryc enzymes
regulated by molecules from to the main car-
bon assimilation route in the organism. The
experimental work of this thesis mainly invol-
ved studies on the occurrence and regula-
tion of glycogen synthesis in Gram positive
bacteria. The focus was the molecular clo-
ning and characterization of ADPGIc PPase
from: i) the Firmicutes group (low G+C con-
tent), which representative microorganism is
Streptococcus mutans; and i) those orga-
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nisms with high G+C content, particularly
the Streptomyces coelicolor and Mycobac-
terium tuberculosis. The most relevant con-
tribution of this work relies in establishing
that ADPGlc PPase in Gram positive bacte-
ria possesses regulatory and structural pro-
perties distinctive from those found for the
enzyme from Gram negative bacteria, cya-
nobacteria, green algae and higher plants.
Additionally, in this work they were obtai-
ned key molecular tools for future studies
on structure regulation-relationship, allowing
reaching a more comprehensive understan-
ding of the distinctive characteristics of the
enzyme in the different natural sources.
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Resumen

El Virus de la Anemia Infecciosa Equina
(VAIE) es un retrovirus que ocasiona una
enfermedad persistente en equinos, cuya
evolucién es caracteristica; de curso ciclico
y dindmico, y culmina en una prolongada
fase asintomética que perdura por el resto
de la vida del huésped. Esta etapa de la
Anemia Infecciosa Equina implica un estado
de equilibrio permanente entre la infec-
cién viral y el sistema inmune del animal.

En equinos cursando la etapa de portador
inaparente, se observé que una inmunode-
presion transitoria trafa como consecuencia
la recrudescencia de la infeccién, aumen-
tando la replicando viral y generando un
nuevo pico febril. Sin embargo, al restituirse
el sistema inmunolégico, disminuia la vire-
mia y los equinos volvian al estado asinto-
matico. A partir de estas observaciones, se
le asigno al sistema inmune un papel funda-
mental en el control de la replicacion viral en
este estadio de la infeccion. Sin embargo,
los mecanismos inmunoldgicos involucra-
dos en la manutencion de este delicado
equilibrio no estan dilucidados.

El objetivo del presente trabajo consis-
tié en analizar la participacion de receptores
celulares y citoquinas, pertenecientes tanto
a la inmunidad innata como adaptativa, en
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la respuesta inmune que se desarrolla en
equinos que cursan la etapa asintomatica
de la infeccion por el VAIE.

Con este fin se investigd, mediante trans-
cripcion reversa seguida de PCR semicuan-
titativa, la expresion basal de TLR4 y su
correceptor MD-2, como asi también las
citoquinas, IFN-a, TNF-q, IL-12, [FN-y, IL-4
y TGF-B, en células mononucleares de san-
gre periférica (PBMC) provenientes de ani-
males infectados y de animales sanos. Por
otra parte, mediante inmunohistoquimica
se estudio la expresion de TLR4, IFN—y y
TGF-B en higado y bazo, érganos conside-
rados reservorio viral durante la etapa asin-
tomatica de la AIE. En ambos estudios se
analizé si la condiciéon de portador inapa-
rente de los equinos VAIE(+) podria traer
aparejada una alteracion en dicha expre-
sion. Los resultados de la expresion basal
de receptores y citoquinas en PBMC de ani-
males infectados mostraron que los equi-
nos en etapa asintomatica de la infeccion
expresan niveles de dichas moléculas com-
parables a los hallados en equinos no infec-
tados, a excepcion de la citoquina antiviral
IFN—a, la cual estarfa disminuida en los ani-
males VAIE(+). Con respecto a la expresion
en 6rganos reservorio, se detectaron niveles
disminuidos de IFN—y en el bazo de equinos
VAIE(+), en relacién a lo hallado en equi-
nos VAIE(-). Las otras dos moléculas inves-
tigadas en higado y bazo presentaron nive-
les comparables a los hallados en animales
sanos. Respecto a estos resultados, seria
interesante estudiar los mecanismos regu-
latorios que podrian estar actuando en esta
etapa de la enfermedad, los cuales parece-
rian estar frenando la expresion de citoqui-
nas frecuentemente elevadas en respuestas
antivirales. Por otra parte, lo hallado aporta
informacién novedosa para el estudio de la
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respuesta inmune durante la etapa asinto-
matica de la infeccién, ya que no existen en
la bibliograffa estudios al respecto.

Se evalud, por otra parte, la capaci-
dad de los receptores de la familia TLRs,
de reconocer secuencias conservadas del
VAIE. Para ello se realizé una estimulacion
in vitro de CD derivadas de médula 6sea
murina, con el péptido gp90, el cual repre-
senta una region conservada de la glicopro-
teina gp90 del VAIE. Los resultados mostra-
ron que, en las condiciones evaluadas, la
secuencia viral de la proteina de envoltura
representada por dicho péptido, no seria
reconocida por receptores de la familia TLR.
Al respecto, serfa de gran interés realizar
estudios de estimulacion in vitro empleando
la proteina nativa o bien particulas virales
infectivas, lo cual incluiria el anélisis de otros
ligandos de TLR, ademas de permitir eva-
luar la participacion de las regiones glicosi-
ladas en la interaccion proteina—receptor.

Finalmente, con el objetivo de analizar la
respuesta inmune celular en la etapa asinto-
matica de la infeccién por VAIE, se estudio
la secrecion de citoquinas y la expresion de
receptores en PBMC, en respuesta al esti-
mulo especifico con secuencias virales con-
servadas contenidas en los péptidos gp90 y
gp45. Los resultados mostraron diferencias
entre los equinos asintomaticos selecciona-
dos, habiéndose obtenido respuestas que
iban desde aquellas comparables a de equi-
nos VAIE(-), pasando por respuestas con
un perfil de citoquinas compartido Th1/Th2
hasta, finalmente, respuestas con un perfil
claramente Th1, con altos niveles de IL-12 e
IFN—y. Estos resultados evidencian la com-
plejidad del estudio de infecciones lentivira-
les en especies animales no endocriadas y
ademés estan de acuerdo con investigacio-
nes realizadas en otras infecciones retrovi-
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rales, respecto de los perfiles de citoquinas,
la variabilidad entre individuos y su relaciéon
con la progresion de la enfermedad.

Study of the innate and acquired immune
responses in horses infected with Equine
Infectious Anemia Virus

Summary

The Equine Infectious Anemia Virus (EIAV)
causes persistent disease in horses that is
characterized by lethargy and chronic ane-
mia. Equine Infectious Anemia (EIA) has a
cyclical and dynamic evolution, in which the
animals remain free of clinical symptoms but
become life-long EIAV carriers. Studies of
unapparent carrier stage showed that a tran-
sient immunosuppression led to recrudes-
cence of infection, increasing the viral repli-
cation rate and generating a new fever spike.
However, when the equine immune system
was reconstituted, the viremia decreased
and horses returned to the asymptomatic
stage. From these observations, a key role
in controlling viral replication at this stage of
infection was assigned to the immune sys-
tem. However, the immunological mecha-
nisms involved in maintaining this delicate
balance have still not been elucidated.

The objective was to analyze the invol-
vement of cellular receptors and cytoki-
nes belonging to both innate and adap-
tive immunity in the immune response that
develops in horses during the asymptoma-
tic stage of EIAV infection.

Using reverse—transcription followed by
semiquantitative-PCR, we investigated the
basal expression of TLR-4, MD-2, IFN-
a, TNF—a, IL-12, IFN-y, IL-4 and TGF-B in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
from infected and healthy animals. Moreo-
ver, through immunohistochemistry we stu-
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died the expression of TLR4, IFN-y and
TGF-B in liver and spleen because these
organs are considered viral reservoirs. The
results of the basal expression of cytokine
and receptors in PBMC from infected ani-
mals showed that the levels were com-
parable to those found in uninfected hor-
ses, except for the antiviral cytokine IFN-a,
which would be reduced in EIAV(+) ani-
mals. Regarding the expression in reser-
voir organs, decreased levels of IFN—y in
the spleen of EIAV(+) equines were detec-
ted, while TLR4 and TGF-B levels were
comparable to those found in healthy ani-
mals. Accordingly, it would be interesting to
study the regulatory mechanisms that might
be acting at this stage of EIA, which seem
to down-regulate the expression of antivi-
ral cytokines. Moreover, our findings pro-
vide novel information for the study of the
immune response during the asymptomatic
phase of infection, since there are no refe-
rences in the literature.

The ability of innate immunity receptors,
specifically of the TLR family, to recognize
conserved sequences of EIAV was asses-
sed. For that purpose, murine bone marrow
derived—dendritic cells were stimulated in
vitro with gp90 peptide, which represents
a conserved region of the gp90 glycopro-
tein of EIAV. The results showed that the
viral sequence represented by this peptide
would not be recognized by TLRs. Accor-
dingly, it would be of interest to conduct in
vitro stimulation studies using the native pro-
tein or infectious viral particles, which would
include the analysis of other TLR ligands
and would allow us to evaluate the involve-
ment of glycosylated regions in the recep-
tor—protein interaction.

Finally, to explore the cellular response in
the asymptomatic stage of EIA, we studied
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cytokines and receptor expression in PBMC
in response to specific stimulation with con-
served viral sequences contained in gp90
and gp45 peptides. The results showed
differences between the asymptomatic hor-
ses selected, with responses that ranged
from those similar to responses obtained in
EIAV(-) equines, through responses with a
shared Th1/Th2 cytokine profile, to respon-
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ses with a clear Th1 profile, with high levels
of IL-12 and IFN-y. These results demons-
trate the complexity of the study of lentivi-
ral infections in outbred animal species
and are also in agreement with research on
other retroviral infections in terms of cyto-
kine profiles, the relationship of cytokine
profiles with disease progression and varia-
bility between individuals.
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Resumen

La mastitis bovina es la enfermedad del
ganado lechero que causa las mayores pér-
didas econdmicas al productor y a la indus-
tria lechera. Si bien puede ser causada por
varios agentes etioldgicos, Staphylococcus
aureus es el patbgeno méas frecuentemente
aislado de casos de mastitis en Argentina y
en otros paises de gran desarrollo lechero.
S. aureus posee la habilidad de invadir teji-
dos y sobrevivir intracelularmente, lo cual lo
protegeria de la respuesta inmune humoral
del hospedador y el tratamiento con anti-
bidticos. Estas particulares caracteristicas

determinan que no sea efectivamente con-
trolado por las medidas preventivas y tera-
péuticas tradicionales, tendiendo a produ-
cir infecciones intramamarias (IIM) crénicas,
que pueden ocasionar dafnos permanentes
al tejido mamario. Por consiguiente, se han
propuesto medidas alternativas que permi-
tan una mayor reduccion de la prevalencia
de mastitis, tendiendo a un menor uso de
antimicrobianos. Una de ellas es la manipu-
lacién de los mecanismos de defensa espe-
cfficos del hospedador a través del uso de
inmunogenos. En las Ultimas décadas se
han desarrollado diversas vacunas expe-
rimentales. Algunas de ellas, compuestas
por bacterinas o lisados de cultivos de S.
aureus, alcanzaron la fase de comercializa-
cién. Sin embargo, los resultados obtenidos
hasta el momento con estos inmundgenos
muestran un control parcial de la infeccion.
Estas observaciones sefialan la necesidad
de explorar nuevas alternativas para mejorar
el desempeno de las bacterinas actualmente
disponibles. Se ha propuesto que, para una
proteccién adecuada, la via de administra-
cion del inmundgeno, asi como el adyuvante



