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1. RESUMEN

El pulmdn se ha identificado como un importante érgano inmunolégicamente activo,
ya que estd expuesto a una enorme cantidad de microorganismos. La integridad de las
vias respiratorias depende, de modo decisivo, de un aparato de defensa del hospedero

que esta estrictamente regulado (Bienenstock, 1984; Katinger y cols., 1999).

En esta investigacion se planted evaluar la respuesta inmunitaria sérica y de linfocitos
T pulmonares ante la vacunacién y desafio con el virus de la enfermedad de Aujeszky
(VEA) en cerdos convencionales destetados utilizando dos métodos de vacunacion:

convencional (IM/IM/IM) y combinada (SC/SC/IN).

Para evaluar la respuesta inmunolégica sérica porcina se cuantificé, mediante la
técnica de ELISA, las concentraciones de IgG e IgA especificas contra el VEA a los
diferentes dias de inmunizacién, en la intradermorreaccién (ID), en el desafio y en el
sacrificio, observando la produccidn de respuesta inmune de IgG e IgA especificas contra

VEA al mismo nivel entre los dos protocolos de inmunizacién.

Posteriormente para analizar la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T
especificos contra VEA se utilizo la técnica de citometria de flujo, con lo cual se observd un
aumento en el porcentaje de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ y DP (CD4+CD8+) en
el grupo de vacunacién convencional (IM/IM/IM) lo cual podria provocar un mayor grado
de inflamacién y dafio en los tejidos pulmonares. En contraste, se detecté una
disminucion de esas células en el grupo de vacunacién combinada (SC/SC/IN) lo que
indicaria que estas subpoblaciones actuaron rapidamente, al momento de la infeccion,
para evitar la replicacion viral sin atraer a mas células al sitio de infeccidon evitando el
desarrollo de inflamacion o también podria ser que la respuesta humoral fuera mas
efectiva evitando una infeccidon masiva, sin embargo, se deben evaluar los pardmetros
patoldgicos y de diseminacién viral en los pulmones de los cerdos de cada grupo para

determinar el grado de proteccion conferido.



2. INTRODUCCION

El pulmdén es uno de los érganos que mds contacto tiene con el medio; inhala
aproximadamente 10,000 litros de aire al dia, por lo que estd expuesto a una enorme
cantidad de microorganismos que la mayoria de las veces son incapaces de colonizarlo
debido a una respuesta inmunoldégica innata efectiva (Rivas-Santiago y cols., 2005). La
integridad de las vias respiratorias depende, de modo decisivo, de un aparato de defensa
del hospedero que esta estrictamente regulado. El sistema de inmunidad natural confiere
una proteccion inicial frente a los microorganismos y estimula una respuesta inmunitaria
adaptativa. Los componentes celulares del sistema inmunitario natural incluyen fagocitos
como los neutrofilos o macréfagos, células asesinas naturales, basofilos, mastocitos,
eosindfilos, y linfocitos TCR1, TNK. Los epitelios del cuerpo forman interfases entre el
medio externo y el medio interno. En el caso de las vias respiratorias, la mucosa que las
reviste es el primer punto de contacto entre las sustancias inhaladas, como los
contaminantes medioambientales, el humo de cigarrillos, alérgenos transmitidos por el
aire, y los microorganismos. En los Ultimos afos se ha puesto de manifiesto que las células
epiteliales de las vias respiratorias no sélo desempenan una funcidn pasiva de barrera,
sino que también contribuyen activamente al sistema inmunitario natural (Bals vy

Hiemstra, 2004).

2.1. Mecanismos inespecificos de defensa del pulmon
En el tracto respiratorio superior los cornetes nasales con forma espiral dividen la

cavidad nasal en canales de conduccidn que crean turbulencias del aire inspirado, dando
lugar al impacto de las particulas mayores de 10 um. Tras ello las particulas depositadas
son eliminadas del aparato respiratorio mediante el aparato mucociliar. A nivel bronquial

otras turbulencias filtran las particulas de aire de 3 a 10 um (Halliwell y Gorman, 1992).

En general todo el tracto respiratorio, y la mayoria de las mucosas, estan recubiertos
por una capa de moco. El moco es una sustancia pegajosa y flexible secretada por las
células caliciformes. Las caracteristicas del moco le confieren consistencia viscosa y densa.

Los microorganismos envueltos por el moco no pueden adherirse al epitelio y son



expulsados en el flujo de moco conducido por el movimiento de los cilios epiteliales. La
eficacia del flujo de moco en la eliminaciéon de la infeccidon se ilustra en personas con
secrecion defectuosa de moco o inhibicion del movimiento ciliar. Estas personas
desarrollan frecuentemente infecciones pulmonares causadas por las bacterias que
colonizan la superficie epitelial (Janeway y cols., 2003). Esta limpieza puede ser
aumentada con el reflejo tusigeno y se ha estimado que el 90% del material depositado en
el arbol traqueo-bronquial puede ser eliminado fisicamente en una hora. Ademas, los
microorganismos no patégenos tienden a formar colonias en las células epiteliales de las
superficies mucosas, esta “flora normal” compite casi siempre con los patégenos por los
sitios de fijacidon en la superficie de las células epiteliales y los nutrimentos necesarios

(Goldsby y cols., 2004).

Las células del sistema inmunitario natural, incluyendo los fagocitos, células
dendriticas y células epiteliales, utilizan los receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) para unirse a los patrones moleculares conservados que estdn presentes en los
microorganismos (PAMPs). Los PRRs pueden estar presentes en las secreciones y en la
circulaciéon de forma soluble, como la lectina de unién a manosa (MBL), o pueden ser
moléculas transmembranales que median en las respuestas celulares directas a la
exposicidn microbiana. Los receptores tipo “Toll” (TLR) constituyen una familia de
receptores PRR estudiada extensamente (hasta la fecha, se han reconocido 10 miembros
de la familia humana), representada por diversas tipos en casi todas las células del
organismo (figura 1). Su expresion se ha estudiado con especial interés en las células
dendriticas, y en la actualidad se reconoce que dichos receptores contribuyen a modelar
la respuesta inmunitaria adaptativa dirigiendo el modo en que las células dendriticas dan
instrucciones a las células T. Las células del epitelio de las vias respiratorias también
expresan una diversidad de TLR que puede ayudarlas a organizar una respuesta suficiente

frente a la exposicién microbiana (Bals y Hiemstra, 2004; Rivas-Santiago y cols., 2005).
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Figura 1. Muestra los diferentes tipos de TLR, asi como sus ligandos * Intracelulares (modificado de Rivas-
Santiago y cols., 2005).

También existen elementos celulares involucrados en la defensa inespecifica en el
sistema inmunoldgico pulmonar como los eosindfilos, los macréfagos, neutrdfilos, las

células dendriticas (DC), NK y linfocitos.

La célula dendritica (DC) adquirié su nombre porque tiene extensiones largas de la
membrana que semejan las dendritas de las células nerviosas. Existen muchos tipos de
DCs, aunque la mayor parte de las maduras tiene la misma funcion principal: presentacion
de antigeno a células T. Se conocen varios tipos de DC, aunque las mds importantes son:
de Langerhans, intersticiales, plasmocitoides, mieloides y linfoides. A pesar de sus
diferencias, todas expresan de forma constitutiva concentraciones altas de moléculas
MHC clase Il y de miembros de la familia coestimuladora B7. Por esta razdon son células
presentadoras de antigeno (APC) mas potentes que los macréfagos y las células B, ya que
estas dos necesitan activarse antes que puedan funcionar como APC (Janeway y cols.,

2003; Goldsby y cols., 2004).

Los macréfagos maduran continuamente a partir de los monocitos circulantes que
abandonan la circulacidon para migrar al interior de los tejidos de todo el cuerpo. Se
encuentran en gran numero, en especial en el tejido conectivo, asociados al tracto
intestinal, en los pulmones (donde se encuentran tanto en el intersticio como en los
alveolos), a lo largo de ciertos vasos sanguineos del higado (“células de Kupffer”), y por
todo el bazo donde eliminan las células sanguineas senescentes (Janeway y cols., 2003).
Los macrofagos activados poseen mas actividad fagocitica, mayor potencial para destruir
microbios ingeridos, mayor secrecién de mediadores inflamatorios y capacidad

aumentada para activar células T, también expresan valores mas altos de moléculas de



MHC clase I, que les permite funcionar con mayor efectividad como APC (Janeway y cols.,

2003; Goldsby y cols., 2004).

Los neutréfilos son células con nucleo multilobulado y un citoplasma granuloso que se
tife con colorantes dacidos y basicos; con frecuencia se conocen como leucocitos
polimorfonucleares neutrofilicos (PMN) por su nucleo multilobulado; son células de vida
corta, abundantes en sangre. Al igual que los macrofagos, los neutrdfilos son células
fagociticas activas y la fagocitosis es similar a la de los macréfagos, excepto porque las
enzimas liticas y las sustancias bactericidas de los neutréfilos estan incluidas dentro de

granulos primarios y secundarios (Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols., 2004).

Los eosindfilos tienen un nucleo bilobulado y un citoplasma granuloso que se tifie con
el colorante acido rojo de eosina (de ahi su nombre). Son células méviles que pueden
migrar de sangre hacia los espacios tisulares, su funcién fagocitica es menos importante
que la de los neutrodfilos y se piensa que poseen un papel de defensa contra parasitos

(Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols., 2004).

Las células asesinas naturales (NK) tienen una funcion relevante en la defensa del
hospedero, sea contra células tumorales o células infectadas por algunos virus, aunque no
todos. Estas células no expresan las moléculas y receptores de membrana que se
caracterizan en los linajes de los linfocitos T y B. Eliminan células infectadas y tumores
mediante el reconocimiento de CD1 unido a carbohidratos/lipidos, o de antigenos
presentes en la membrana de células infectadas, se activan por interferones e IL-2

(Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols., 2004).

Los linfocitos TCR1 (yd) al parecer son la primera linea de defensa contra
microorganismos en conjunto con las DC, pues ante la presencia de antigenos como el
lipopolisacdrido aumentan su actividad microbicida y dirigen la respuesta inmunitaria
hacia una respuesta Thl; los linfocitos T 0 al secretar IL-2, e IL-12. Estas células se
pueden encontrar elevadas en los lavados broncoalveolares en enfermedades
inflamatorias crénicas pulmonares. Sin embargo en el sistema inmunolégico de las

mucosas juegan un importante papel de regulacién (Bienenstock y McDermott, 2005).



2.2. Mecanismos especificos de defensa del pulmoén

2.2.1.Inmunoglobulinas
La respuesta humoral se caracteriza porque su componente efector son los

anticuerpos, los cuales son especificos contra antigenos y son sintetizados por células
plasmaticas diferenciadas a partir de linfocitos B. Los anticuerpos son glicoproteinas que
poseen dos cadenas polipéptidicas pesadas idénticas y dos ligeras también idénticas. Cada
cadena pesada estd unida a una ligera por enlaces disulfuro adicionales. Los extremos
amino terminales forman una hendidura dentro de la cual se unen antigenos. Las cadenas
pesadas determinan la clase de ese anticuerpo: IgM (mu), 1gG (gama). IgA (alfa), IgD
(delta) o IgE (épsilon) (Halliwell y Gorman, 1992; Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols.,
2004)

En el aparato respiratorio predominan las IgG e IgA pero la proporcidn entre ambas
varia en los diferentes lugares del tracto respiratorio. Se ha comprobado que las IgA
predominan en las vias respiratorias altas, mientras que la proporcion de IgG aumenta en
las zonas mas distales y es mas abundante en las secreciones broncoalveolares. La mayor
parte de las IgA parece ser sintetizada localmente por las células plasmaticas distribuidas a
lo largo del tracto. Por el contrario las IgG de las vias respiratorias altas derivan de la
trasudacién sérica, si bien en el tracto respiratorio inferior se producen localmente. La
importancia de los altos niveles de anticuerpos fijadores del complemento sobre las
mucosas puede tener relacién con la relativa esterilidad del tracto respiratorio inferior

(Halliwell y Gorman, 1992; Delventhal y cols., 1992).

La expresion de IgA difiere entre los dos compartimientos principales en los que se
encuentra: sangre y secreciones mucosas. En la sangre, la IgA se encuentra principalmente
en forma de mondmero y la proporcién de IgA1l frente a IgA2 es aproximadamente de 4:1.
En las secreciones mucosas, la IgA se produce casi exclusivamente como dimero vy la

proporcién de IgAl frente a IgA2 es aproximadamente 3:2 (Janeway y cols., 2003).



La IgA secretoria tiene una funcion efectora relevante en las superficies mucosas,
debido a que es polimérica, la IgA secretoria puede enlazar de forma transversal
antigenos grandes con multiples epitopos. La unién de IgA secretoria a los antigenos de
superficie bacterianos y virales impide la fijacidon de los patdgenos a las células mucosas e
inhibe, en consecuencia, las infecciones virales y la formacidon de colonias bacterianas,
conocido como arrastre inmunoldgico. Los complejos de IgA secretoria y antigenos
guedan atrapados con facilidad en el moco y a continuacién las células epiteliales ciliadas

de las vias respiratorias los eliminan (Goldsby y cols., 2004).

La IgG es una inmunoglobulina bioldgicamente mas activa que la IgA, capaz de activar
al complemento en el plasma, de inducir la opsonizacién y de intervenir en la citotoxicidad
mediada por células dependientes de anticuerpos y, por lo tanto, podria pensarse que
produjese una mayor respuesta inflamatoria que la IgA sobre las mucosas. Se ha sugerido
por ello que la IgG en esas circunstancias podria ser muy peligrosa y capaz de originar
lesiones a la barrera epitelial, por lo cual se cree que los complejos antigeno-anticuerpo
IgG podrian desencadenar la liberacion de moco desde las células caliciformes e

incrementar su actividad limpiadora (Halliwell y Gorman, 1992).

Durante el desarrollo del tejido linfoide asociado a bronquios (BALT) primero aparece
una poblacién de linfocitos B que pueden ser IgM+, IgA+ y en algunos casos IgG+; los
linfocitos B se encuentran listos para ser estimulados por su antigeno, para entonces
migrar a sitios efectores, previo paso por los ganglios linfaticos y circulacién sanguinea
general. Una vez en los sitios efectores se diferencian a células plasmaticas productoras de
anticuerpos los cuales se unen a cadenas J lo que les permite ser secretados al espacio
externo, una vez en este espacio reconocerdan a su antigeno que puede estar en
patdégenos como bacterias o virus, las funciones que ejerzan los anticuerpos pueden ser

principalmente de neutralizacién y opsonizantes (Bienenstock y McDermott, 2005).



2.2.2.Células linfoides

Los linfocitos son las células centrales del sistema inmunitario y tienen a su cargo la
inmunidad adaptativa y los atributos inmunitarios de diversidad, especificidad, memoria y

reconocimiento de lo propio y de lo extrafio (Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols., 2004).

Los linfocitos constituyen 20 a 40% de los glébulos blancos del cuerpo y 99% de las
células de la linfa. Hay alrededor de 10" linfocitos en el cuerpo humano. Estos linfocitos
circulan de forma continua en la sangre y la linfa, y son capaces de migrar hacia espacios
tisulares y tejidos linfoides; por consiguiente integran el sistema inmunitario a un grado

elevado (Goldsby y cols., 2004).
En términos generales, los linfocitos pueden subdividirse en tres poblaciones:

e Linfocitos B.
e Linfocitos T.

e Células no T, no B o de la tercera poblacién.

Dentro de estas ultimas, las células asesinas naturales (NK) son linfocitos granulosos y
grandes que no expresan el grupo de marcadores de superficie caracteristico de las células
B o T. Los linfocitos B y T en reposo son células pequefias méviles, no fagociticas, que no

es posible diferenciar a nivel morfolégico (Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols., 2004).

Las diferentes etapas de maduracion de los linfocitos pueden distinguirse por su
expresiéon de moléculas de membrana reconocidas por anticuerpos monoclonales
particulares (anticuerpos especificos de un epitopo aislado de un antigeno). Todos los
anticuerpos monoclonales que reaccionan con una molécula de membrana particular
pertenecen a un grupo de diferenciacion (CD, del inglés cluster of differentiation) (Goldsby

y cols., 2004; Roitt y cols., 2004).

2.2.2.1. Linfocitos T

Los linfocitos T derivan su nombre de su sitio de maduracién en el timo. Estas células

tienen receptores de membrana (TCR) que solo identifica al antigeno unido a una clase



particular de moléculas propias. Casi todos los linfocitos T reconocen al antigeno solo
cuando estd unido a una molécula propia codificada por genes dentro del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC). Con el fin de que lo reconozca la mayor parte de
los linfocitos T, este antigeno debe mostrarse junto con las moléculas de MHC en la
superficie de células presentadoras de antigeno (APC) o células infectadas por virus,

cancerosas o de injerto (Goldsby y cols., 2004).

Los linfocitos T expresan moléculas de membrana especificas. Todas las
subpoblaciones de linfocitos T expresan el receptor de la célula T y un complejo de
polipéptidos que estan incluidos en el grupo CD3, y las subpoblaciones pueden

diferenciarse por la presencia de una u otra de dos moléculas de membrana: CD4 y CD8.

Los linfocitos T que expresan la molécula de membrana CD4 estdn restringidas para
reconocer el antigeno unido a moléculas de MHC clase Il, en tanto que os linfocitos T que
expresan CD8, una glicoproteina de membrana dimérica, se limitan a identificar un
antigeno unido a moléculas de MHC clase I. En general, la expresién de CD4 y CD8 define
asimismo dos subpoblaciones funcionales principales de linfocitos T. Las células T CD4+
suelen funcionar como linfocitos T cooperadores (Ty) y se restringen a la clase Il; por lo
general, las células T CD8+ actuan como linfocitos T citotéxicos (T¢) y se limita a la clase |

(Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols., 2004; Roitt y cols., 2004).

Los linfocitos Ty se activan por el reconocimiento de un complejo antigeno-MHC clase
Il en una APC. Después de activarse, los linfocitos Ty comienzan a dividirse y crear una
clona de células efectoras, cada una especifica para el mismo complejo antigeno-MHC
clase Il (Zuckermann, 1999). Estos linfocitos Ty secretan varias citocinas, que juegan una
funcién central en la activacion de los linfocitos B, linfocitos T y otras células que
participan en la reaccidn inmunitaria. Los cambios del patrén de citocinas ocasionados por
el linfocito Ty pueden modificar el tipo de respuesta inmunitaria que se desarrolla entre
otros leucocitos (Goldsby y cols., 2004). La respuesta Ty1 produce un perfil de citocinas (IL-
2, IFN-y y TNF-a) que interviene en la inflamacién y activa en particular linfocitos T CD8 y

macréfagos; en tanto que la respuesta T2 (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) activa sobre



todo linfocitos B y reacciones inmunitarias que dependen de anticuerpos (DeKruyff y cols.,
1989; Mosmann y cols., 1996; Constant y Bottomly, 1997; Duramad y cols., 2004; Goldsby
y cols., 2004). Los linfocitos T CD4+ estimulan su proliferacion con IL-2, pero dependiendo
del ambiente se diferenciaran a linfocitos cooperadores Tyl o Ty2. En un ambiente en
donde predomine la IL-12, proveniente de macrdfagos y células dendriticas activadas, los
linfocitos T CD4+ se diferenciaran a Ty1; si existe un ambiente en donde predomine la IL-4
los linfocitos se diferenciardn a Ty2. Los linfocitos Tyl tendran una expansién clonal y
empezaran a producir IFN-y el cual promovera la activacion de macréfagos que destruirdn
al antigeno endocitado e inducird en los linfocitos B la produccion de anticuerpos
opsonizantes y que fijan el complemento, también secretaran TNF-a que promovera la
destruccién microbiana. Los linfocitos Ty2 secretardn IL-4 que promovera la supresion de
macrofagos e inducird en los linfocitos B la producciéon de anticuerpos de clase IgG
neutralizantes y anticuerpos de clase IgE que, en conjunto con los eosindfilos que fueron
activados por la IL-5 secretada por los T42, promovera la desgranulaciéon de éstos vy

eliminard a los parasitos (Abbas y Litchman, 2004).

Los linfocitos T CD8, también llamados T citotoxicos (T¢) se activan cuando
interactian con un complejo antigeno-MHC clase | en la superficie de una célula propia
alterada (p. ej., una célula infectada por un virus o una célula tumoral) en presencia de las
citocinas apropiadas (Zuckermann, 1999). Esta activacién, que tiene como resultado la
proliferacién, determina que el linfocito Tc se active en una célula efectora llamada
linfocito citotoxico (LTC). En contraste con los linfocitos Ty, casi todos los LTC secretan
unas cuantas citocinas y adquieren la capacidad para reconocer y eliminar células propias

alteradas (Harty y Badovinac, 2002; Abbas y Litchman, 2004; Goldsby y cols., 2004).

Una vez que los linfocitos T CD8+ son estimulados mediante la presentacion de
antigeno especifico y por accién de citocinas como el IFN-y, la IL-2 y el TNF-a, migran a los
sitios efectores, y actian sobre las células infectadas generalmente por virus o bacterias

intracelulares y las eliminan (Harty y Badovinac, 2002).
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2.2.3.Tejido linfoide asociado a mucosas (MALT)
Las mucosas que recubren los sistemas digestivo, respiratorio y urogenital tienen un

drea de superficie combinada de unos 400 m? (casi el tamafio de una cancha de
basquetbol) y son los principales sitios de entrada de la mayor parte de los agentes
patégenos (Goldsby y cols, 2004; Fainboim y Geffner, 2005). Después del aparato
gastrointestinal, el aparato respiratorio es la mayor superficie mucosa continuamente
expuesta a gran numero y tipos de microbios y agentes téxicos del medio ambiente

(Hensel y cols., 1996; Debertin y cols., 2003).

Existen mecanismos humorales y celulares encargados de proteger el aparato
respiratorio, el sistema IgA desempeiia un papel importante en la parte superior e IgG
para el aparato respiratorio inferior. El sistema inmune de la mucosa del tracto
respiratorio esta integrado en el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) por el trafico

de células linfoides en este sitio (Delventhal y cols., 1992).

El tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) ofrece una distinta linea morfoldgica y
funcional de la proteccion de las superficies mucosas y estd compuesto de linfocitos y
agregados linfoides en la lamina propia y en la submucosa. El MALT esta representado en
el aparato respiratorio inferior de los roedores por el tejido linfoide asociado a los
bronquios (BALT), mientras que en el aparato respiratorio superior, el drgano involucrado
en la respuesta inmunoldgica es una estructura linfoide llamada tejido linfoide asociado a

nasofaringe (NALT) (Sosa y cols., 2008).

Los tejidos linfoides mucosos estan anatémicamente muy extendidos y comunes en la
mayoria de los mamiferos. Sus componentes individuales incluyen: (i) un anillo de
estructuras linfoides que rodean la faringe (anillo de Waldeyer), principalmente las
amigdalas orofaringea y nasofaringea, y también incluyendo las amigdalas tubaricas y
linguales en algunas especies, (ii) tejido linfoide asociado a laringe (LALT); (iii) placas de
Peyer intestinales, (iv) el apéndice, (v) agregados de nddulos linfaticos en el intestino
grueso, (vi) foliculos linfoides aislados en todo el tubo digestivo desde el es6fago hasta el

ano, (vii) el tejido linfoide asociado al bronquio (BALT ), y (viii) el tejido linfoide asociado a
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conjuntiva (CALT). Estos tejidos se concentran en los sitios de mayor exposicion

microbiana y desafio antigénico (Lugton, 1999).

Desde el punto de vista estructural, estos tejidos son variables, desde grupos laxos,
apenas organizados de células linfoides en la lamina propia de vellosidades intestinales,
hasta estructuras bien organizadas, como las amigdalas y el apéndice, y asi mismo las
placas de Peyer, que se encuentran dentro de la submucosa del recubrimiento intestinal
(Goldsby y cols., 2004). En estos tejidos existen sitios especiales para la estimulacion de la
respuesta inmunitaria, llamados sitios inductores, y otros en donde se desarrolla la
funcién inmunitaria, denominados sitios efectores (Neutra y Kozlowski, 2006; Vega-Ldpez,
2007). Existen cuatro compartimientos principales de estos tejidos: el epitelio, la
membrana basal, la ldmina propia (LP) y la submucosa. En el epitelio es posible detectar
una gran cantidad de linfocitos, llamados por esta razén intraepiteliales; en la zona de la
membrana basal se encuentran DC y linfocitos T CD8+ (citotdxicos); un poco mas adentro
en la lamina propia se encuentran linfocitos T CD4+ (cooperadores) que, al activarse con el
antigeno presentado por las DC, secretan citocinas del perfil Ty2 (IL-4, IL-5, IL-10) para la
proliferaciéon y diferenciacién de los linfocitos B, que producen anticuerpos de isotipo IgA
principalmente; en la LP también se encuentran numerosos mastocitos y eosindfilos,
también se encuentra un gran nimero de células plasmaticas productoras de anticuerpos
gue son secretados a la luz de la mucosa; finalmente en la submucosa hay mastocitos y DC

en numero variable (Vega-Ldpez y cols., 1993; Vega-Lépez, 2007).

Los tejidos linfoides asociados a mucosas se encuentran cubiertos de un epitelio
asociado a foliculo (FAE) que atrapa activamente macromoléculas y microorganismos.
Asociados con el FAE y dentro de la [dmina propia estan los foliculos linfoides secundarios
gue contienen centros germinales (figura 2). La presencia de un foliculo linfoide mucosal
influye, en el epitelio que le recubre, al inducir la diferenciacién de un FAE. Las células M
forman bolsas a las cuales los linfocitos intraepiteliales migran, y entregan muestras del
material extrafio por transporte vesicular de la luz de la mucosa hacia las células
dendriticas adyacentes (Neutra y Kozlowski, 2006). La funcién basica del FAE es
proporcionar un entorno favorable para el contacto entre los antigenos, los linfocitos y las
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células presentadoras de antigeno (APC). Una vez que el contacto antigénico se ha hecho,
el MALT tiene un papel doble que cumplir. En primer lugar, tiene que mantener una
capacidad de reconocer patdgenos y producir una adecuada respuesta inmunoldgica
protectora. La segunda funcion es la de la supresion de hipersensibilidad local y periférica
a sustancias inocuas en la superficie de la mucosa. Esto evita que las respuestas

inadecuadas dafien los tejidos (Lugton, 1999).

Epitelio asociado a foliculo: intestino delgado,
colon, recto, tonsilas y adenoides
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Figura 2. Epitelio asociado a foliculo. Las células M en el FAE llevan antigenos a través de la barrera epitelial
directamente a las células dendriticas (DC’s) subepiteliales, las cuales presentan a nivel local en las areas de
células T adyacentes a la mucosa (modificado de Neutra y Kozlowski, 2006).

2.2.3.1. Sitios anatomicos individuales

2.2.3.1.1. Tonsilas orofaringeas (palatinas)
Estas tonsilas normalmente se encuentran en la pared lateral de la orofaringe y en

funcién de las especies varian de un monticulo que sobresale del tejido por medio de
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simples a complejas estructuras dentro de la pared faringea. En algunas especies, un

sistema de criptas aumenta la superficie del FAE (Perry y Whyte, 1998).

Algunos investigadores se han dado cuenta de la importancia de la tonsila en la
adquisicion de la infeccidn bacteriana. Payne y Derbyshire han propuesto que la tonsila es
un sitio ideal para muestrear las bacterias ingeridas con los alimentos (Perry y Whyte,
1998). La entrada de bacterias a los tejidos linfaticos es a través de las criptas y son

transportadas por los fagocitos a través de los vasos linfaticos aferentes (Lugton, 1999).

2.2.3.1.2. Tejido linfoide asociado a la nariz (NALT)
El tejido linfoide asociado a la nariz (NALT), también conocido como tonsila

nasofaringea, tonsila faringea o adenoides, se encuentra en el techo de la nasofaringe de
los grandes mamiferos, en el extremo caudal del tabique faringeo. En los roedores, los
tejidos se emparejan y se encuentran a ambos lados de la superficie dorsal del paladar
duro. El NALT es facil de pasar por alto, ya que a menudo aparece macroscépicamente
similar al epitelio que rodea la nasofaringe. En algunas especies, como las ovejas y ganado
vacuno, el tejido se caracteriza por surcos, especialmente en animales jévenes, mientras
gue en otras especies, sélo es reconocible a través de los foliculos subyacentes que dan a

la superficie un aspecto granular (Debertin y cols., 2003; Medaglini y cols., 2006).

Este drgano es el Unico sitio en el sistema respiratorio de ovejas y primates en el que
el FAE atrapa particulas de antigenos para su presentacion a inmunocitos subyacentes. El
linfoepitelio del NALT contiene células M, similar a otros MALT. La tonsila nasofaringea
estd estratégicamente situada, de manera que el material antigénico atrapado en la
cavidad nasal es preferentemente barrido por la accién mucociliar sobre la superficie del
érgano antes de ser tragado. El desarrollo avanzado en el feto, la ubicacion estratégica,
tamafio, superficie rugosa y abundante tejido linfoide sugieren que la tonsila nasofaringea
es el principal (y probablemente uUnico) tejido mucoso linfoide de la cavidad nasal (Lugton,

1999).
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Figura 3. Sistema inmunoldgico comun de las mucosas. Los antigenos luminales son transportados al tejido
linfoide asociado a la nariz (NALT) y las placas de Peyer a través de las células M que estan presentes en el
epitelio que recubre al NALT y los foliculos de las placas de Peyer. Las células dendriticas procesan vy
presentan los antigenos a las células T en estos tejidos linfoides. Los linfocitos T CD4+ estimulados
preferentemente inducen el desarrollo de los linfocitos B IgA+ en el centro germinal del foliculo linfoide.
Después de cambiar a clase IgA y madurar la afinidad, los linfocitos B rapidamente emigran del NALT y de las
PP a los ganglios linfaticos regionales del cuello y los ganglios linfaticos mesentéricos, respectivamente, a
través de los vasos linfaticos eferentes. Por uUltimo los linfocitos T CD4+ y los linfocitos B IgA+ migran a los
sitios efectores (como las fosas nasales y la lamina propia intestinal) a través del conducto toracico y la
circulacion sanguinea. Las células B IgA+ y plasmoblastos se diferencian en células plasmaticas productoras
de IgA en la presencia de citocinas (tales como la IL-5 y la IL-6) que son producidas por linfocitos T
cooperadores (Ty2) y producen posteriormente las formas diméricas de IgA. Estas formas de IgA diméricas
se convierten entonces en IgA secretora mediante la union a receptores Ig poliméricos (que se convierten en
el componente de secrecidn en el proceso de formacion de IgA secretora) que se muestran en la monocapa
de células epiteliales que recubren la mucosa. La IgA secretora se libera en las fosas nasales y el tracto
intestinal (modificado de Kiyono y Fukuyama; 2004).
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Hasta el momento en roedores se ha descrito el tejido linfoide asociado a nariz (NALT)
como una pequefia agregacién de tejido linfoide organizado que se encuentra situado en
ambos lados dorsales del conducto nasofaringeo por encima del paladar blando
cartilaginoso y se encuentra al principio de la ontogenia del BALT, quizds debido a su
posicién estratégica, es el primer sitio de contacto con el aire inhalado cargado de
antigenos y es considerado analogo al anillo de Waldeyer en el ser humano (Sabirov y
cols., 2008). Se puede argumentar que en los humanos con sus palatinas, amigdalas
linguales y amigdalas faringeas el NALT seria superfluo (Lugton, 1999; Sabirov y cols.,

2008).

El tejido linfoide nasal (NALT) también se ha caracterizado en las ovejas y se encontré
qgue contiene foliculos linfoides y células M, que fueron similares en composicién y
estructura a las del NALT humanos. La ultraestructura y la funcion de las células M en el
NALT humano fue demostrada por Fujimura siendo similar a los encontrados en GALT y el
tejido linfoide rectal, lo que sugiere que el NALT y el GALT pueden estar estrechamente
relacionados (figura 3) (Kiyono y Fukuyama; 2004). Estudios similares en la especie ovina
revelaron la presencia de células epiteliales especializadas ubicadas en la FAE, que
muestra caracteristicas de células M. Estas observaciones sugieren que la distribucion de
las células M y los foliculos linfoides en la mucosa rectal y nasal de las especies animales
de gran tamano puede dictar la induccién y mantenimiento de la inmunidad especifica
después de la inmunizacién en estos sitios. Por lo tanto, puede ser necesario orientar las
formulaciones de vacunas a los sitios del tejido mucoso de ganado donde las células M

son mas abundantes (Lugton, 1999; Sedgmen y cols., 2004).

2.2.3.1.3. Tejido linfoide asociado a laringe (LALT)

El tejido linfoide asociado a laringe ha sido descrito en la epiglotis, en el vestibulo de
la laringe y en el pliegue ariepigldtico de ganado, ovejas, cerdos y caballos. Las criptas
linfaticas se encuentran en dos surcos profundos en la base de la epiglotis de cerdos y
ovejas y forman la tonsila paraepiglética. Las acumulaciones de nédulos linfoides vocales

de ganado se denominan tonsila glética (Liebler-Tenorio y Pabst, 2006).
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En los humanos el LALT es una estructura que se encuentra en la epiglotis
encontrandose en mayor frecuencia en nifios y adolescentes (2-20 afios de edad) (Hiller y
cols., 1998). Tiene un centro germinal recubierto por tejido epitelial, el cual puede tener
células M vy linfocitos intraepiteliales, en el foliculo se pueden encontrar linfocitos B

foliculares, y en el area parafolicular existen linfocitos Ty B (Kracke y cols. 1997).

2.2.3.1.4. Tejido linfoide asociado a bronquios (BALT)

El tejido linfoide asociado a bronquios (BALT) forma parte del sistema inmunoldgico
de las mucosas y se caracteriza por una acumulacién de células linfoides. Estas
agrupaciones se concentran en las estructuras foliculares y se componen de linfocitos B
rodeadas por una region de linfocitos T parafoliculares. Los linfocitos entran en el BALT
provenientes de la sangre a través de vénulas del endotelio alto (HEV) y salen a través de
vasos linfaticos. La aparicion del BALT difiere mucho entre especies, estando regularmente
presente, por ejemplo, en conejos. En los seres humanos se ha observado, por el estudio
de cadaveres, que el BALT no se encuentra en el nacimiento sino que surge en los nifios y
adolescentes (Tschernig y cols., 1995; Hiller y cols., 1998; Debertin y cols., 2003). En los
adultos, el BALT esta ausente en los individuos sanos, pero su desarrollo se induce en
distintas enfermedades como panbronquiolitis y la neumonitis por hipersensibilidad
(Delventhal y cols, 1990; Hensel y cols., 1994, Pabst y Tschernig, 1995; Hensel y cols.,
1996; Debertin y cols., 2003). Por otra parte, el BALT se ha encontrado en los pulmones de
los fumadores de cigarrillos y se ha demostrado que las ratas expuestas al humo del
cigarrillo tienen el BALT ampliado, asi como grandes areas de epitelio bronquial que cubre
el BALT (Richmond y cols., 1993), ademas se sabe que en las ratas el BALT estd presente al
nacer y con la edad se va desarrollando (Marquez y cols., 2000). En ratones, el BALT sélo
ocasionalmente esta presente pero las inhalaciones repetitivas de bacterias muertas por
calor inducen el desarrollo de BALT en esta especie, lo que demuestra que el BALT es
inducible por la infeccién o inflamacién de forma parecida a los humanos (Kocks y cols.,

2007).
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El BALT porcino es inducido por la infeccién de los pulmones por Mycoplasma
hyopneumoniae, se sabe que esta integrado por DC, macréfagos, linfocitos Ty B y células
plasmaticas IgG+ e IgA+. Poco se sabe sobre la estructura y funcién de BALT, pero se cree
que es igual a la de las placas de Peyer intestinales. En las placas de Peyer el antigeno es
captado por los micropliegues de las células epiteliales especializadas (M) que cubren las
placas de Peyer y luego es transportado a través de las células, por transcitosis, a las DCy
los linfocitos subyacentes, permitiendo su interaccion y la induccién de la respuesta

inmunoldgica adquirida (Soerensen y cols., 2005).

La actividad de las células dendriticas de la mucosa puede compensar la falta de BALT
funcional en muchas especies. Una densidad sorprendentemente elevada de estas células
se ha documentado en el epitelio de las vias respiratorias de los seres humanos y
roedores. Estas APC tienen un alto volumen de interacciones y migran a los ganglios
linfaticos de drenaje, lo que sugiere una capacidad de realizar un papel similar al BALT

(Goulding y cols., 2007; Kim y Braciale, 2009).

El pulmdn se ha identificado como un importante drgano inmunoldgicamente activo
(Bienenstock, 1984; Katinger y cols., 1999). Los linfocitos de pulmdn se pueden encontrar
en diferentes compartimentos como la poza intravascular, el intersticio pulmonar, el
espacio alveolar y el tejido linfoide asociado a bronquios (BALT), que consiste
principalmente de linfocitos T, donde los linfocitos citotdxicos CD8+ son mas abundantes
que los linfocitos T cooperadores CD4+ (Pabst y Tschernig, 1995; Tschernig y Pabst, 2009).
En el epitelio bronquial de las personas sanas hay 18 linfocitos T por cada 100 células
epiteliales, pero apenas se encuentran linfocitos B en este compartimiento. Estos
linfocitos intraepiteliales son similares a las células intraepiteliales en la pared intestinal.
En la ldmina propia bronquial, en contraste con el epitelio, se encuentran mas linfocitos T
cooperadores que linfocitos T citotdxicos, y también un nimero considerable de linfocitos
expresan inmunoglobulinas de superficie (linfocitos T alrededor del 10% vy linfocitos B
70%). Se han aislado, cuantificado y caracterizado cuidadosamente linfocitos del

intersticio del pulmén humano. Para el intersticio pulmonar se calculé un total de 10 X 10°
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linfocitos, lo que equivale al numero de linfocitos circulantes en sangre en los humanos

(Pabst y Tschernig, 1995).

La mayoria de las células obtenidas en un lavado broncoalveolar (LBA) son
macrofagos, pero alrededor del 10% son linfocitos en el pulmdén normal humano. El
numero total de linfocitos en el espacio broncoalveolar es aproximadamente 5 X 108, lo
gue equivale a aproximadamente el 5% del total de linfocitos circulantes en lo seres
humanos. Como estos linfocitos son los mas accesibles en el pulmén humano han sido
caracterizados utilizando anticuerpos monoclonales. En adultos sanos los linfocitos T CD4+
son mas numerosos que los linfocitos T CD8+ citotdxicos, que supone una proporcion
CD4+/CD8+ de 7:1 (Pabst y Tschernig, 1995, 1997). Ademas, en los cerdos se ha
documentado que los linfocitos pueden migrar desde el espacio alveolar hasta el ganglio
linfatico del drenaje bronquial (Binns y cols. 1988; Binns y Pabst, 1994). Por lo tanto, estas
células pueden volver al sistema linfatico y poner en marcha o amplificar ciertas funciones

inmunoldgicas.

El paradigma actual afirma que la expresion de las moléculas CD4 y CD8 por linfocitos
maduros es mutuamente excluyente para TCR2 (af) y que sdlo los linfocitos T inmaduros
expresan estas proteinas simultdneamente en el timo (Zuckermann y Gaskins, 1996;
Zuckermann y Husmann, 1996; Yang y Parkhouse, 1997; Zuckermann, 1999). Sin embargo,
se ha reportado la presencia de una pequefia proporcion de linfocitos CD4/CD8 dobles
positivos (DP) en sangre periférica humana. Ademads, una proporciéon importante de
células DP pueden encontrarse en sangre periférica y érganos linfoides secundarios de
pollos, cerdos y monos. Se han encontrado proporciones bajas de linfocitos DP (<3%) en
sangre periférica de individuos sanos (Zuckermann, 1999). Las células porcinas CD4/CD8
DP se encuentran normalmente presentes en la sangre periférica, el bazo, los ganglios
linfaticos y las tonsilas de cerdos adultos (Zuckermann y Husmann, 1996). En la especie
porcina esta poblacion celular aumenta su proporcion con la edad del animal (Zuckermann
y Gaskins, 1996; Yang y Parkhouse, 1997; Zuckermann, 1999) y se postula que son células

de memoria (Zuckermann y Gaskins, 1996; Zuckermann, 1999).
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Ademas, estudios recientes sugieren la existencia de células DP en el pulmdén normal
de cerdo, aunque en proporciones bajas, 3.72% en lavado bronquioalveolar (BAL) y un
poco menor en los Iébulos pulmonares (<3%) (Pabst y Tschernig, 1995). También se han
estudiado las proporciones de las subpoblaciones de linfocitos T en minicerdos
vietnamita, encontrdndose diferencias significativas entre los linfocitos CD3 presentes en
sangre (65.26%), en lobulos (<44%) y en BAL (52.08%), las proporciones de linfocitos CD4
también tuvieron diferencias significativas en sangre (22.1%), en l6bulos (>11%) y en BAL
(11.28%). Los linfocitos CD8 no presentaron diferencias significativas entre sangre
(19.93%) y lébulos pulmonares (>20%), aunque si la hubo con el BAL (31.6%) (Vazquez-
Pérez, 2009).

Actualmente se conoce la proporcién de las poblaciones de linfocitos T en pulmones
de cerdos convencionales (Zuckermann y Gaskins, 1996) y de minicerdos vietnamitas
(Vazquez-Pérez, 2009), asi como los cambios celulares después de una inmunizacion
(Delventhal vy cols., 1992) ; pero se han realizado muy pocos estudios sobre las diferencias
que existen en la distribucion celular posterior a un desafio antigénico y en un cultivo
celular, lo cual se plantea en esta investigacién, para de esta forma contribuir al

entendimiento del papel que juegan estas células en la defensa del pulmédn.

2.3. Inmunizacion
La inmunizacién sistémica asegura que cantidades adecuadas de antigeno lleguen a

los tejidos linfoides periféricos para inducir proteccidon contra agentes infecciosos, pero es,
en gran medida, ineficaz para proporcionar inmunidad en las mucosas. Los anticuerpos
protectores en el tejido de la mucosa, sitios que actlan como portales comunes de
entrada para la mayoria de los organismos patégenos, son usualmente generados solo
después de la inmunizacién de la mucosa (Delventhal vy cols., 1992; Sedgmen y cols.,

2004; Zanvit vy cols., 2005; Vega-Lépez y cols., 2005).

El desarrollo de vacunas menos invasivas y de facil administracién se ha convertido en
una prioridad para los organismos de salud publica y la formulacién de nuevas vacunas y
tecnologias de administracion han aparecido. Hay un gran interés en el uso de las
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membranas mucosas para la administraciéon de vacunas no invasivas. Sin embargo, la
mayoria de las vacunas autorizadas para su uso en humanos y animales se inyecta por via
intramuscular o subcutdnea, y la respuesta inmunitaria inducida en la mucosa es por lo

general mas débil, mas variable, y de menor duracién (Alcén y cols., 2005).

El hecho de que la mayoria de los agentes infecciosos usen las membranas mucosas
como portales de entrada ha llevado a dedicar tiempo, dinero y esfuerzos para desarrollar
vacunas y sistemas de liberacién de antigenos que puedan inducir eficazmente la
inmunidad de la mucosa. La inmunizacién de la mucosa ofrece muchos beneficios, como la
reduccion de los efectos secundarios asociados a la vacunacion y el potencial para superar
las barreras conocidas de la vacunacion parenteral como: inmunidad preexistente de la
vacunacion sistémica anterior o la interferencia de la inmunidad materna (Alcén y cols.,

2005).

La inmunizacion oral es una ruta cominmente empleada para inducir una respuesta
mucosal de IgA por la captacién de antigenos en las placas de Peyer del intestino delgado.
Sin embargo, este enfoque tiene sus limitaciones como la degradacién enzimatica y/o
proteolitica del antigeno en el estdmago que puede comprometer la imnunogenicidad de
los antigenos ingeridos. Como consecuencia, la respuesta IgA antigeno-especifica inducida
en los sitios efectores se atenlda debido a la disminucién de las cantidades de antigeno
presentado a los sitios inductivos del sistema inmunoldgico mucosal. Un problema
adicional, asociado con la via oral es la posibilidad de desarrollar tolerancia a los
antigenos, que se caracteriza por una respuesta inmunitaria menor al desafio posterior
con el mismo antigeno. En consecuencia, otros tejidos de las mucosas, tales como el
tracto respiratorio superior y el recto, se han explorado como sitios alternativos para el

suministro de vacunas mucosales (Sedgmen y cols., 2004).

La mucosa nasal es un brazo importante del sistema inmune, ya que es a menudo el
primer punto de contacto para los antigenos inhalados y representa una atractiva ruta, no

invasiva, para la administracién de antigenos (Alcén y cols., 2005).

21



En humanos, la inmunizacidon intrarrectal e intranasal ha demostrado inducir
respuesta inmunoldgica en los sitios efectores de los tejidos locales y distantes a través
del sistema inmune mucosal comun (Holmgren y Czerkinsky, 2005; Gerdts y cols., 2006).
Sin embargo, estos estudios también demuestran que, aunque la inmunizacién mucosal
induce respuestas efectoras en los tejidos locales y distantes, mayores niveles de
secrecidon de anticuerpos se producen en el lugar de la exposicién local. Con base en los
resultados de estos estudios de inmunizacién en rumiantes, parece que la inmunizacién
en la mucosa nasal y rectal pueden ser alternativas adecuadas a la inmunizacién oral
tradicional para la induccién de respuesta inmunitaria especifica de las mucosas (Sedgmen

y cols., 2004).

La ineficacia de la simple administracién de antigenos solubles a las membranas
mucosas para la inmunizacién ha estimulado amplios estudios de estrategias para
sistemas de administracion que (1) aumenten la absorcion de antigenos, (2) prevengan su
degradacion, faciliten su absorcién y el transporte a los tejidos linfoides para la
presentacion a las células inmunocompetentes, y (3) inducir el tipo apropiado de
respuesta inmunitaria (linfocitos B contra linfocitos T, mucosal contra sistémica,

proteccion contra tolerancia) (Alcén y cols., 2005).

El uso de rutas no invasivas para la administracién de vacunas hace que la
inmunizacion sea simple, indolora, y econdmicamente viable. La formulacion de antigenos
y adyuvantes en sistemas apropiados de administracién puede ser un factor critico en la

inmunizacién de la mucosa (Delventhal y cols., 1992; Alcén y cols., 2005).

2.4. Virus respiratorios.
Las enfermedades respiratorias y gastrointestinales son dos de los principales

problemas de salud humana y veterinaria. En 2009 se reportaron en nuestro sistema de
salud mas de 41 millones de casos de enfermedades respiratorias e intestinales agudas, de
los cuales mas de 30 millones fueron infecciones respiratorias (Boletin de vigilancia

epidemioldgica, semana 52, 27/dic./2009-2/ene/2010).
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Los pulmones juegan un papel critico en el suministro de oxigeno al cuerpo y en la
eliminacidon de los residuos. Los pulmones estan continuamente expuestos a la inhalacién
de gases, particulas y patégenos en el aire como consecuencia de la inhalacién diaria de
miles de litros de aire. A pesar de estas exposiciones, las vias respiratorias inferiores son
capaces de permanecer estériles por los sistemas de defensa de la mucosa pulmonar

(Huang, 2006, Goulding y cols., 2007).

Muchos virus pueden infectar el epitelio ciliado del tracto respiratorio (tabla 1). En la
mayoria de los casos, la infeccidn viral se limita a las vias respiratorias superiores, sin
embargo, las infecciones de las vias respiratorias inferiores se producen en un nimero
significativo de personas infectadas, muchas veces por microorganismos oportunistas. A
nivel mundial, aproximadamente el 90% de los casos del "resfriado comun" son causados
por virus y la mayoria se ven en los meses de invierno. Estos virus se transmiten de
persona a persona y normalmente durante el contacto de mano a mano. Por ello, es
importante estudiar y desarrollar métodos para inducir respuesta inmunoldgica que

protejan los sitios de entrada de estas zonas.

El cerdo ha sido un modelo animal importante en la investigacion biomédica debido a
su similitud anatémica vy fisiolégica con el humano (Rothkotter y cols. 2002; Sedgmen y
cols., 2004), ademads los virus respiratorios que afectan al cerdo producen pérdidas
econdmicas anuales muy importantes en la produccién, en 2004 en EUA se estimé que la
pérdida econdmica producida por el virus del sindrome reproductivo y respiratorio
porcino (VPRRS) fue de 560.32 millones de délares, mientras que la pérdida econémica a
consecuencia del virus de la enfermedad de Aujeszky (VEA) fue de 36.27 millones de
délares (Neumann vy cols., 2005), de ahi la importancia de disefiar en medicina veterinaria
rutas de inmunizacion que puedan generar una buena respuesta inmunoldgica protectora

en la mucosa respiratoria.
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Tabla 1. Principales virus causantes de enfermedades del tracto respiratorio (tomada de Huang, 2006).

Virus

Epidemiologia

Sindrome clinico

Patogénesis

Diagndstico

Tratamiento

Adenovirus

Infeccién  primaria

Bronquiolitis, neumonia,

Litica, latente o

Identificacion

Autolimitada.

en los primeros 5 | fiebre faringoconjuntiva, | infeccién crénica, o la | viral, deteccion

afios de vida. Los | cistitis hemorragica, | transformacion de antigeno,

patrones diarrea, enfermedad del | oncogénica. PCR o serologia.

estacionales se | sistema nervioso central.

producen en

invierno, primavera

y verano.
Coronavirus Patrén estacional se | Enfermedad en las vias | SARS-CoV puede | Identificacion Autolimitada;
incluyendo produce en invierno | respiratorias altas e | provocar la formacién | viral, deteccién | los esteroides
coronavirus y primavera. SARS- | inferiores, fiebre, dolor de | de la  membrana | de antigeno, | pueden ser
asociado con | CoV se describié por | cabeza, escalofrios, | hialina pulmonar, la | RT-PCR o | benéficos en
SRAS (SARS- | primera vez en | secrecion nasal | infiltracién intersticial | serologia. pacientes
CoV) noviembre 2002 en | mucopurulenta, dolor de | y descamacion de infectados con

Guangdong, China | garganta, tos, diarrea y | neumocitos. SRAS-CoV).

mas de 8000 casos y | sindromes neuroldgicos;

800 muertes.

SARS-CoV causa sintomas
similares. SRAS-CoV tiene
casos fatales 7-17% y hasta
el 50% de las personas con
enfermedad médica
subyacente o la edad de
65 anos.

Virus de la

Un ataque

Fiebre, escalofrios, dolores

La hemaglutinina y la

Identificacion

Inhibidores de

influenza promedio es de 10- | de cabeza, tos seca, dolor | neuraminidasa son | viral, cultivo en | M2
20%, pero puede ser | faringeo, obstruccién | antigenos de | huevos (amantadina,
tan alto como 50% | nasal, ronquera, mialgias, | superficie. M1 y M2 | embrionados, rimantadina) e
en jovenes y | malestar general, anorexia | son proteinas | deteccion  de | inhibidores de
ancianos, han | vy sintomas oculares; | integrales de | antigeno, PCR o | neuraminidasa
ocurrido 31 | miositis, complicaciones | membrana. El periodo | serologia. (zanamavir,
pandemias. La | cardiacas, sindrome de | deincubacion es de 18 oseltamivir)  si
pandemia de 1918- | shock toxico, y pueden | a 72 horas. Difusa se inicia dentro
1919 resulté en 21 | ocurrir complicaciones del | inflamacién de la de 48 horas
millones de muertes | sistema nervioso. Una | mucosa respiratoria después del
a nivel mundial. infeccion bacteriana | superior e inferior. inicio de los
secundaria puede sintomas.
complicar la infeccion de
influenza.
Rinovirus Infecciéon  primaria | Afecta nariz, faringe o | El periodo de | Identificacion Autolimitada.
se lleva a cabo en | tracto respiratorio inferior; | incubacion es de 8-10 | viral usando
los primeros afos | laduracion de los sintomas | horas. Solo se | cultivos
de vida. Los | es de 7 dias y hasta 2 | producen dafios leves | celulares (cepas
patrones semanas en el 25% de las | en el epitelio de la | WI-38, MRC-5,
estacionales se | personas infectadas. mucosa. células M-
producen en otofio, HelA), PCR vy
primavera y verano. serologia.
Virus sincitial | Infeccién primaria | Bronquiolitis, tos, | Las  proteinas de | Identificacion De apoyo. El
respiratorio se lleva a cabo en | tragueobronquitis y | superficie (F, G) son | viral, EIA | tratamiento de
los primeros afios | neumonia; sintomas | parte integral de la | (sensibilidad infantes con
de vida. Los | cardiovasculares y | patogénesis. Filtracion | 60-70%, enfermedad
patrones nerviosos, y erupciones | peribronqueal especificidad severa puede
estacionales se | (poco comunes). linfocitica, edema del | 90-95%), RT- | beneficiarse
producen en epitelio bronquial. PCRy serologia. | con ribavirina,
invierno y broncodilatado-
primavera. Los res,

factores de riesgo
incluyen edad joven,
sexo masculino vy
estado
socioeconémico
bajo.

corticosteroides
y RSV-IVIG o
palivizumab.

EIA, inmunoensayo enzimatico; SARS sindrome respiratorio severo agudo.
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2.4.1.Virus de la enfermedad de Aujeszky

La enfermedad de Aujeszky es causada por un virus denominado Herpesvirus
porcino tipo | (HVP-I), perteneciente a la familia Herpesviridae miembro de la subfamilia
Alphaherpervirinae. Esta enfermedad es letal para los cerdos jovenes y causa importantes
pérdidas econdmicas (Chinsakchai y Molitor, 1992, 1994; Nauwynck, 1997; Mettenleiter,
1996, 2000; Pejsak y Truszczynski, 2006).

Las particulas del virus de la enfermedad de Aujeszky (VEA) tienen una forma casi
esférica, con un diametro total de 150 a 180 nm y consisten en un nucleo central rodeado
por tres capas. El nucleo contiene la molécula de ADN lineal, de doble cadena de
aproximadamente 140 kb y proteinas unidas. La cdpside rodea el nucleo y tiene una
simetria icosaédrica. La nucleocapside estd rodeada por una bicapa de fosfolipidos de
forma irregular en la que estan ancladas las glicoproteinas. Estas glicoproteinas forman
proyecciones en el exterior de la particula del virus. En medio de la cdpside y la envoltura
estdn presentes proteinas envueltas como material amorfo (Nauwynck, 1997;

Mettenleiter, 2000; Pejsak y Truszczynski, 2006).

El VEA puede infectar a un amplio rango de vertebrados (vacas, caballos, ovejas,
conejos, caballos, perros, etc.), a excepcién de los primates incluido el hombre.
Aunque su reservorio natural es el cerdo, que es la Unica especie que puede
sobrevivir de forma natural a la infeccién, el VEA es muy contagioso. Ademas, es uno
de los pocos patdgenos animales que puede transmitirse por el aire a varios
kilbmetros de distancia. La propagacién de la infeccién entre cerdos se puede
producir por todas las secreciones o excreciones, aunque la forma mas habitual de
contagio es a través de las secreciones respiratorias y por via genital, a través del
semen infectado, tanto en monta natural como en inseminacién artificial (Pejsak y

Truszczynski, 2006).

La via de entrada habitual del virus es la respiratoria, el sitio principal de
replicacion se encuentra en la cavidad nasal, amigdalas, faringe y los pulmones. El grado

de replicacién en las diferentes localizaciones depende de la cantidad de virus en el
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indculo y de la ruta de inoculacién. Después de la replicacién en el epitelio el virus se
propaga al tejido conectivo subyacente en un tiempo muy corto. En 24 horas, los
antigenos virales ya se encuentran en la cavidad nasal en grupos de células epiteliales,
fibrocitos y células nerviosas. En 48 horas, los antigenos virales se detectan en las grandes
placas que se extienden sobre el epitelio y el tejido conectivo subyacente, incluyendo los
nervios y las paredes endoteliales. Estas placas de replicacion local del virus sufren
necrosis extensa. Una expansion similar también se encuentra en las amigdalas y
pulmones. El virus puede propagarse de los sitios primarios de replicacion a sitios
secundarios distantes por la linfa, la sangre y los nervios. La replicacién de virus en los
sitios secundarios, tales como los ganglios linfaticos, el bulbo olfatorio, la médula, el bazo,
los rifiones, los ovarios y el utero comienza a las 48 horas. Es menos extensa que en los
sitios primarios y es claramente reducida con el inicio de la respuesta inmunitaria a partir
de los 7 dias. A pesar de la presencia de inmunidad humoral y celular, el virus puede ser
aislado de las amigdalas hasta 18 dias después de la infeccidén y de hisopos nasales hasta

13 dias después de la infeccion (Nauwynck, 1997; Pejsak y Truszczynski, 2006).

Varios mecanismos humorales del sistema inmunoldgico efector estan involucrados
en la proteccion de los cerdos contra la infeccidn por VEA. Los anticuerpos neutralizantes
del virus, los anticuerpos mediadores de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), y los anticuerpos mediadores de lisis mediada por el complemento de las células
diana. Los blancos principales de esta respuesta inmunoldgica humoral son las
glicoproteinas virales gB, gC y gD. La proteccidn conferida por la inmunidad mediada por

células es poco conocida (Ober y cols., 1998; Pejsak y Truszczynski, 2006).

En los cerdos, hay una variacion dependiente de la edad en la severidad de la
enfermedad y los signos clinicos. En lechones, los sintomas nerviosos son mas
prominentes, y la infeccién a menudo conduce a la muerte. En animales de mayor edad,
principalmente se observan los sintomas respiratorios, lo que resulta en la pérdida de
apetito y por consiguiente las pérdidas para el porcicultor. En la ganaderia, la infeccidon
transplacentaria conduce al aborto o la momificacion de los fetos (Mettenleiter, 1996). En
1987 se estimd en EUA el costo anual de pérdidas econdmicas producidas por el VEA
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resultando en 21.25 millones de ddlares, de los cuales 9.05 millones son atribuidos a la
enfermedad clinica, 1.89 millones por exdmenes de serologia y 10.31 millones por la
administracion de vacunas; y en el 2004 las pérdidas econdmicas ascendieron a 36.27

millones de délares (Neumann y cols., 2005).

Las estrategias de vacunacién desempefian un papel importante en la campaia para
erradicar la enfermedad de Aujeszky en regiones con alta prevalencia del VEA. Los tipos de
vacunas que han sido examinados incluyen virus vivos atenuados, inactivados y vacunas
de subunidades (Mettenleiter, 1996; Zuckermann, 2000). Sin embargo se ha visto que
estas vacunas, aunque son buenas para producir una respuesta inmunoldgica sistémica,
no evitan la infeccién y solo reducen la mortalidad, pero no afectan la morbilidad y
pueden inducir un estado de “portador sano” en el animal (Chinsakchai y Molitor, 1994;
Mettenleiter, 1996; Bouma y cols., 1997; Zuckermann, 2000; Wong y Pamer, 2003; Cano y
cols., 2007), de ahi la importancia de desarrollar vacunas mucosales que puedan inducir

una respuesta protectora en la mucosa respiratoria.
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3. JUSTIFICACION

Los estudios que se han realizado sobre el sistema inmunoldgico respiratorio son
limitados. En la actualidad se han logrado realizar estudios descriptivos de las poblaciones
de linfocitos T del sistema inmunitario del pulmdén en roedores y, muy pocos, en cerdos,
pero se sabe que el ratén y la rata tienen un sistema inmunitario en pulmén desarrollado
al nacer; por el contrario, y mas apegado a lo que sucede en humanos, el sistema
inmunoldgico pulmonar del cerdo no es constitutivo al nacer y se desarrolla conforme a la
edad y a ciertas afecciones respiratorias. Sumado a esto, muchos de los estudios que se
realizan para evaluar las poblaciones de linfocitos T y la respuesta serolédgica después de

una inmunizacién, no son seguidos por un desafio antigénico.

En esta investigacion, se plantea evaluar la respuesta inmunitaria sérica porcina y de
linfocitos T pulmonares después de la vacunacién y desafio con el virus de la enfermedad
de Aujeszky, el cual tiene en el cerdo su reservorio natural y es uno de los agentes
patégenos que pueden transmitirse por el aire utilizando como via de entrada al

organismo el aparato respiratorio.

La evaluacion de la respuesta inmunitaria sérica y los cambios de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos T del sistema inmunoldgico del pulmén de cerdos
inmunizados y desafiados antigénicamente puede servir para tener bases de mayor peso

para disefiar y modificar vacunas mucosales.

4. HIPOTESIS

La inmunizacion parenteral/mucosal con virus de la enfermedad de Aujeszky induce
una mejor respuesta inmunoldgica sérica/mucosal en comparacion con una inmunizacién
exclusivamente parenteral, y dicha respuesta podra evaluarse in-vitro en suero y en

linfocitos de pulmdn después del desafio experimental.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la induccién de respuesta inmunoldgica sérica y de linfocitos T pulmonares
ante la vacunacion y desafio con el virus de Aujeszky en cerdos convencionales

destetados.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluacién de la respuesta inmune sérica de IgG e IgA, después de la
vacunacion y desafio con el virus de la enfermedad de Aujeszky en cerdos
destetados.

e Andlisis de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T provenientes de tejidos
de cerdos inmunizados y desafiados con el virus de la enfermedad de Aujeszky

activados in vitro.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales
Para el ensayo se utilizaron 15 cerdos destetados de la raza Yorkshire X Hampshire de

3-4 semanas de edad a los cuales se les realizaron pruebas seroldgicas previas para
comprobar que estaban libres del virus de la enfermedad de Aujeszky y sin ningun tipo de
inmunizacién, provenientes de una granja ubicada en Tequisquiapan, Querétaro. Los
animales se distribuyeron en tres grupos de 5 individuos cada uno: grupo control, grupo
de vacunacidn convencional (IM/IM/IM) y grupo de vacunacién combinada (SC/SC/IN).
Estos animales se mantuvieron durante todo el proyecto en las unidades de aislamiento
del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Microbiologia Animal (CENID-
Microbiologia) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias

(INIFAP).

6.2. Vacuna
La vacuna inactivada del virus de la enfermedad de Aujeszky fue proporcionada por la

M.C. Maria Antonia Coba y la M.C. Laura Zapata del laboratorio de virologia del CENID-
Microbiologia del INIFAP. El virus de la enfermedad de Aujeszky se reprodujo en células
MDBK y posteriormente se inactivd por calor (60 °C/30 min). Después de comprobar la
total inactivacién del virus por cultivo celular, la vacuna se prepard con 1 ml del fluido viral
inactivo (con un titulo viral de 10%* DICCsos/ml, antes de la inactivacién) mas 50 pl del
adyuvante oleoso comercial (Vet-LO7 Adyuvant, GIBCO®) para las inmunizaciones
intramusculares (IM) y subcutdneas (SC), para la inmunizacién intranasal se inoculé 2 ml
del fluido viral inactivado y para el grupo control se inocularon 50 ul del adyuvante oleoso

GIBCO® mas 1 ml de PBS estéril.

6.3. Preparacion del antigeno purificado
El antigeno VEA fue purificado en gradiente de sacarosa, para eliminar la mayoria de

las proteinas contaminantes del cultivo celular y del suero fetal bovino en que se

crecieron, en el laboratorio de virologia del CENID-Microbiologia del INIFAP por la M.C.
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Maria Antonia Coba Ayala y la M.V.Z.E.E.A. Laura Elena Zapata Salinas quedando a una

concentracion final de proteina de 2.5 mg/ml.

6.4. Inmunizacion, intradermorreaccion y toma de muestras
Primeramente se realizdé una pre-inmunizacion de los grupos, al grupo control se le

inoculd con 50 pl del adyuvante oleoso en 1 ml de PBS por via intramuscular, al grupo de
vacunacion convencional y al grupo de vacunaciéon combinada se les inoculd 1 ml por via
intramuscular y subcutdnea, respectivamente, de una vacuna diluida del virus de Ia
enfermedad de Aujeszky (1:3 del fluido viral inactivo en PBS y 50 ul del adyuvante oleoso).
Posteriormente, a los 10 dias, se realizaron 3 inmunizaciones con 7 dias de diferencia cada
una; al grupo control se le inoculé con 50 pl del adyuvante oleoso en 1 ml de PBS por via
intramuscular, al grupo de vacunacidon convencional se le inoculd con 3 dosis por via
intramuscular (IM) del virus de la enfermedad de Aujeszky inactivado, y el grupo de
vacunacién combinada recibié 2 inoculaciones por via subcutanea (SC) del virus de la
enfermedad de Aujeszky inactivado (10%* DICCsgs/ml) y la Gltima por via intranasal (IN). La
Intradermorreaccion (ID) se realizé 7 dias después de la ultima inmunizaciéon por via
subcutanea administrando 100 pl del virus de la enfermedad de Aujeszky inactivado (10%*
DICCsg%/ml), en medio de la primera y la segunda tetilla del lado izquierdo y de igual
manera, del lado derecho se inocularon 100 pl de PBS, posteriormente a las 24, 48 y 72
horas se buscé la formacion de eritema e induracidn en los sitios de inoculacion. Ademas,
a todos los grupos se les tomaron muestras de suero en los dias de inmunizacién, en la

intradermorreaccién, en el desafio y en el sacrificio.

6.5. Desafio

El desafio se llevd a cabo a los 7 dias posteriores a la intradermorreaccién, los
animales se encontraban en las unidades de aislamiento del CENID-Microbiologia del
INIFAP. Se inoculd 1 ml por via intramuscular y 3 ml por via intranasal de la cepa Shope
viva (10° DICTsge/ml) del virus de la enfermedad de Aujeszky, proporcionada por el

laboratorio de virologia del CENID-Microbiologia del INIFAP.
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6.6. ELISA indirecta de un paso cuantitativa para IgG
Primeramente se sensibilizé la placa de ELISA de 96 pozos (No. Cat. 3366 Costar®,

Corning Incorpoated Corning, NY) diluyendo el antigeno de VEA a una concentracién de 2
pug/ml en amortiguador de carbonatos (0.05 M carbonato-bicarbonato, pH 9.6), se
colocaron 100 pl por pozo (en los pozos correspondientes a las muestras y sus respectivos
blancos). Se tapd la placa y se dejé a 4 °C 12 horas (figura 4). Pasado este tiempo se
colocaron en los pozos correspondientes de la curva estdndar y a su blanco 100 pl del
anticuerpo de captura (Goat anti-Pig IgG affinity purified Bethyl Laboratories Inc.) a una
dilucién 1:100 en amortiguador de carbonatos y se incubd 1 hora a temperatura
ambiente.
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Figura 4. Diagrama del patrén de llenado de la placa de ELISA. Se muestra la ubicacidn de los blancos, la
curva estandar y las muestras problema dentro de la placa de ELISA cuantitativa para IgG e IgA.

Posteriormente se realizaron tres lavados con solucién de lavado (50 mM Tris, 0.14 M
NaCl, 0.05 % Tween 20, pH 8.0) para retirar el exceso de anticuerpo de captura y de
antigeno, se retird el exceso de solucion de lavado y se colocaron en todos los pozos 150
ul de solucion de bloqueo (50 mM Tris, 0.14 M NaCl, 1% BSA, pH 8.0), se dejé incubando

en agitacion suave 1 hora a 37 °C.
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Después de la incubacion se realizaron tres lavados con la solucién de lavado para
retirar el exceso de solucion de bloqueo y se retird el exceso de solucidn. Se realizd una
curva patrén de IgG, 1 ug/ml en soluciéon amortiguadora de dilucién (50 mM Tris, 0.14 M
NaCl, 1 % BSA, 0.05 % Tween 20, pH 8.0) utilizando un suero de referencia porcino (16.5
mg/ml de 1gG) (Pig reference serum, Bethyl Laboratories Inc.), se realizaron diluciones
dobles seriadas y se colocaron 100 ul en los pozos correspondientes a cada punto de la
curva, mientras que en los pozos correspondientes a los blancos del estdndar se colocaron
100 pl del amortiguador de dilucién. En los pozos correspondientes se colocaron las
muestras problema, partiendo de una dilucién 1:50 y haciendo 3 diluciones triples
seriadas, mientras que en los pozos correspondientes a los blancos del antigeno se
colocaron 100 pl del amortiguador de dilucién. Se dejé incubando la placa 1 hora a 37 °C

con agitacién suave.

Pasado el tiempo de incubacién se realizaron 5 lavados para retirar la muestra y el
suero de referencia, y se elimind el exceso de solucién. Se realizé una dilucién 1:200 000
del anticuerpo secundario conjugado con HRP en amortiguador de dilucién (Goat anti-pig-
HRP conjugate, Bethyl Laboratories Inc.) y se colocaron 100 pl en todos los pozos de la

placa, se dejé incubando 1 hora a 37 °C con agitacidn suave.

Se lavé 3 veces con solucién de lavado para quitar el anticuerpo conjugado con HRP, y
después se elimind el exceso de solucién de lavado. Se prepard la solucidon de sustrato
utilizando 1 ml de TMB (1 mg TMB/mI DMSO) en 10 ml de amortiguador de citratos (0.1 M
citrato-citrico, pH 5.0) y 2 ul de H,0,, 30%. Se colocaron 100 pl del sustrato en todos los
pozos y se realizaron lecturas frecuentes a una longitud de onda de 650 nm utilizando el
lector de ELISA (Multiskan EX 100-120V, Thermo Electron Corporation) para monitorear el
desarrollo de la placa. Cuando el punto mds concentrado de la curva alcanzé una densidad
Optica de 0.8 nm se detuvo la reaccién adicionando 100 pl de H,SO4, 2 M. Utilizando el

lector de ELISA se leyé la placa a una longitud de onda de 450 nm.

Se calculé el punto de corte tanto para la curva estandar como para las muestras

calculando el promedio de los blancos correspondientes mas 3 desviaciones estandar,
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este valor se restd a las absorbancias de la curva para obtener las absorbancias netas de
la curva y este punto de corte se resta a su vez a las absorbancias de las muestras

obtenidas para tener los valores de absorbancia neta de los problemas.

Con los valores de concentracién conocida y sus respectivas absorbancias netas se
construyo una grafica de absorbancia vs concentracidn, se realizé la regresion lineal y se
obtuvo la ecuacién de la curva, donde se sustituyeron los valores de las absorbancias de
los problemas para obtener las concentraciones para cada dilucion de cada muestra,
posteriormente estos valores se multiplicaron por el factor de dilucién, se promediaron
los valores mas cercanos entre si de las cuatro diluciones de cada muestra y se obtuvo la

concentracion final de las mismas.

6.7. ELISA indirecta de dos pasos cuantitativa para IgA
Primeramente se sensibilizé la placa de ELISA de 96 pozos (No. Cat. 3366 Costar®,

Corning Incorpoated Corning, NY) diluyendo el antigeno de VEA a una concentracién de 2
pug/ml en amortiguador de carbonatos (0.05 M carbonato-bicarbonato, pH 9.6), se
colocaron 100 pl por pozo (en los pozos correspondientes a las muestras y sus respectivos
blancos). Se tapd la placa y se dejé a 4 °C 12 horas (figura 4). Pasado este tiempo se
colocaron en los pozos correspondientes de la curva estandar y a su blanco 100 pl del
anticuerpo de captura (Goat anti-Pig IgA affinity purified Bethyl Laboratories Inc.) a una

dilucién 1:100 en amortiguador de carbonatos y se dejé 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS-Tween (PBS, 0.05% Tween 20, pH
7.4) para retirar el exceso de anticuerpo de captura y de antigeno, se eliminé el exceso de
solucién y se colocaron en todos los pozos 150 ul de PBS-Tween para bloquear, se dejé

incubando en agitacion suave 1 hora a 37 °C.

Después de la incubacidn se realizaron tres lavados con PBS-Tween para eliminar el
exceso de solucién de bloqueo y se retird el exceso de solucién. Se realizd una curva
patron de IgA, 100 ng/ml en PBS-Tween utilizando un suero de referencia porcino (0.65

mg/ml de IgA) (Pig reference serum, Bethyl Laboratories Inc.), se realizaron diluciones
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dobles seriadas y se colocaron 100 pul en los pozos correspondientes a cada punto de la
curva, mientras que en los pozos correspondientes a los blancos del estandar se colocaron
100 pl de PBS-Tween. En los pozos correspondientes a las muestras se colocaron las
muestras problema, partiendo de una dilucién 1:5 y haciendo 3 diluciones dobles seriadas,
mientras que en los pozos correspondientes a los blancos del antigeno se colocaron 100 pl

de PBS-Tween. Se dejé incubando la placa 1 hora a 37 °C con agitacién suave.

Pasado el tiempo de incubacién se realizaron 5 lavados con PBS-Tween para retirar la
muestra y el suero de referencia, y se elimind el exceso de solucidn. Se realizé una dilucién
1:250 del anticuerpo anti-cerdo IgA en PBS-Tween (Mouse Anti-Porcine, Serotec.) y se
colocaron 100 pl en todos los pozos de la placa, se incubd 1 hora a 37 °C con agitacion

suave.

Se lavé 3 veces con PBS-Tween para quitar el anticuerpo anti-cerdo IgA, y después se
quitd el exceso de solucién. Se realizé una dilucién 1:5000 del anticuerpo conjugado
biotinilado (Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Biotin Conjugate, Zymax ™) en PBS-Tween y se
colocaron 100 ul en todos los pozos de la placa, se incubaron 1 hora a 37 °C con agitacion

suave.

Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween para eliminar el exceso del
anticuerpo biotinilado, y se retird el exceso de solucién. Se preparé la enzima colocando la
estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina (Alkaline Phosphatase-conjugated
Streptavidin, Jackson ImmunoResearch) a una dilucién de 1:5000 en PBS-Tween, se incubd
1 hora a 37 °C con agitacion suave y posteriormente se lavd 3 veces con PBS-Tween, para
revelar se utilizé una solucién de 100 pl de p-nitrofenil fosfato (PNPP, Sigma®), a una
concentracion de 1 mg/10 pl, en 10 ml de dietanolamina y se colocaron 100 pl en todos
los pozos de la placa, se dejé 1 hora a temperatura ambiente para que desarrollara el
color, se realizaron lecturas frecuentes a una longitud de onda de 405 nm utilizando el
lector de ELISA (Multiskan EX 100-120V, Thermo Electron Corporation) para monitorear el
desarrollo de la placa y cuando el punto més concentrado de la curva se encontraba entre

1.5 y 1.7 de absorbancia se detuvo la reaccién con EDTA 0.5 M. Posteriormente se
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realizaron dos lecturas, primero a una longitud de onda de 405 nm y posteriormente a 492
nm . Y finalmente se restan las lecturas tomadas a 492 nm a las tomadas a 405 nm y la

diferencia es la utilizada para el andlisis.

Se calculd el punto de corte tanto para la curva estdndar como para las muestras con
el promedio de los blancos correspondientes mas 3 desviaciones estandar, este valor se
restd a las absorbancias de la curva para obtener las absorbancias netas y el punto de
corte para las muestras se resta a su vez a las absorbancias de las muestras para tener los

valores de absorbancias netas.

Con los valores de concentracidon conocida y sus respectivas absorbancias netas se
construyo una grafica de absorbancia vs concentracidn, se realizé la regresion lineal y se
obtuvo la ecuacién de la curva, donde se sustituyeron los valores de absorbancias
problema para obtener las concentraciones para cada dilucién de cada muestra,
posteriormente estos valores se multiplicaron por el factor de diluciéon, se promediaron
los valores mas cercanos entre si de las cuatro diluciones de cada muestra y se obtuvo la

concentracion final de cada una.

6.8. Sacrificio y toma de muestra de los érganos
El sacrificio se llevd a cabo 7 dias después del desafio (siguiendo las recomendaciones

de la norma NOM-062-Z00-1999), utilizando un protocolo aprobado por el Comité
Interno de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Unidad de Produccion y
Experimentaciéon de Animales de Laboratorio del CINVESTAV (UPEAL-CINVESTAV). Los
cerdos se sedaron con 2 mg/kg de Azaperona por via IM (Sural® presentacion de 40
mg/ml, Productos Farmacéuticos S.A. de C.V.), posteriormente se administraron 0.6 mg/kg
de clorhidrato de Tiletamina y 0.6 mg/kg de clorhidrato de Zolazepam via IV (Zoletil® 50,
Virbac S.A.). Posteriormente se tomd la muestra sanguinea en tubos Vacutainer con
heparina (Becton Dickinson Vacutainer Systems, Franklin Lakes NJ USA) por venopuncién
yugular y a continuacion se realizo el sacrificio. El cerdo se desangré realizando incisiones
en las venas axilares. Después de desangrarse por completo se abrié el térax cortando los
cartilagos esterno-costales exponiendo el corazén y el tracto respiratorio completo, se
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ligaron las venas y arterias pulmonares, aorta y cavas y se extrajo el tracto respiratorio,
vasos y corazén. Los drganos se colocaron en un recipiente estéril y a 4°C. Los ganglios
linfaticos se obtuvieron en ambiente estéril de la zona cervical y peritraqueal del cerdo y

se colocaron en cajas Petri estériles manteniéndose a 4 °C.

6.9. Separacion de células
Se obtuvieron células mononucleares (PBMC, peripheral blood mononuclear cells por

sus siglas en inglés) a partir de la sangre recolectada. Se tomaron 10 ml de sangre, se
diluyeron 1:2 en PBS (amortiguador salino de fosfatos) se dividieron en dos y se
estratificaron 10 ml sobre un colchén de 2 ml de Ficoll-Hypaque (Amersham Pharmacia
Biotech AB) en tubos estériles de fondo cénico de 15 ml. Se centrifugaron a 450 x g por 30
min a temperatura ambiente. Las células de la interfase se recolectaron y lavaron 1 vez
con PBS, se resuspendieron en solucion amortiguadora de lisis de eritrocitos (NH4Cl 0.14
M, KHCO3 1 mM, EDTA 0.1 mM pH 8.0) y se incubaron a temperatura ambiente por 5 min,
se diluyé 1:3 con PBS y se centrifugaron nuevamente, se lavaron 2 veces con PBS y por
ultimo se resuspendieron en medio RPMI-1640 (SIGMA®) incompleto, manteniéndose a 4

°C.

Obtencion de células de lavado broncoalveolar (BAL). Primeramente se retird el tejido
en exceso del drgano para trabajar lo mas limpiamente posible, la traquea se ligd en su
extremo distal con hilo de algodén estéril, se realizéd una pequeifia incisidn en el ventriculo
izquierdo y se punciond la arteria pulmonar con un Punzocat® (18 G x 1” 25 mm) en el
sentido que va hacia los pulmones, con la ayuda de una jeringa de 60 ml se pasaron
aproximadamente 2 litros de solucién salina fisioldgica (SSF) (NaCl al 0.9%) por la arteria
pulmonar, pasando por los pulmones y saliendo por la incisidon del ventriculo izquierdo, el
objetivo fue eliminar toda la sangre contenida en los pulmones. Los pulmones deben
tener una apariencia marmoleada de color rosa y la SSF debe salir incolora por el
ventriculo. Una vez realizado el lavado se retird el Punzocat® de la arteria pulmonar, y se
punciond la traquea a la mitad de su longitud, con la ayuda de una jeringa de 60 ml se

introdujeron 50 ml de PBS, se cargd nuevamente la jeringa con 50 ml de PBS y se volvid a
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introducir por la traquea, con ayuda de la jeringa se ejercié succién para recuperar el
mayor volumen posible de PBS, para posteriormente volverlo a introducir logrando asi un
efecto de lavado que se repitio tres veces, en la Ultima succidn se tuvo especial cuidado de
recuperar la mayor cantidad de PBS, este lavado se colocd en tubos de fondo cénico de
polipropileno de 50 ml estériles y se mantuvieron a 4 °C, este procedimiento se repitid por
tres ocasiones, para obtener un volumen final de lavado bronquial de aproximadamente

150 ml.

Obtencion de células del parénquima pulmonar y ganglios linfaticos. En primer lugar
se ubicaron los lébulos craneales derecho e izquierdo, cardiacos derecho e izquierdo,
caudales derecho e izquierdo y accesorio (figura 5). Se obtuvo muestra de cada seccidn de
I6bulo (aprox. 15 g), una vez pesado se colocaron en cajas Petri estériles y se mantuvieron
ad°C.

Derecho lzquierdo
.Graaeal

Cardiaco

Accesorio

Caudal

Figura 5. Ubicacidn de los I6bulos pulmonares y los segmentos que se tomaron (excepto accesorio).

A cada seccién de lébulo obtenida se le retiré cuidadosamente el arbol bronquial
teniendo cuidado de no contaminar el parénquima con tejido epitelial del bronquio, para
posteriormente seccionarlo en pequenos fragmentos, esto se realizd con ayuda de un
bisturi, tijeras curvas y pinzas de diseccidon a 4 °C y en ambiente estéril. Los ganglios
linfaticos se limpiaron de tejido graso para posteriormente seccionarlos de igual forma
que al parénquima pulmonar. Se tomaron 10 gramos de cada macerado los cuales se

colocaron en 15 ml de medio RPMI-1640 incompleto con 150 Ul/ml de colagenasa tipo IV
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(Worthington Biochemical Corporation, USA). Se incubaron los tejidos a 37 °C con
agitacion constante por 60 min. Se recuperd la suspension celular y se centrifugé a 450 x g
durante 5 min a 4 °C, la pastilla se resuspendié en 5 ml de solucién amortiguadora de lisis
de eritrocitos y se incubd a temperatura ambiente por 5 min, se diluyd 1:3 con PBS y se
centrifugd nuevamente, la pastilla se resuspendid en medio RPMI-1640 incompleto,

manteniéndose a 4 °C.

6.10. Conteo celular
Se realizd un conteo celular automatizado de cada muestra en el Contador Countess™

automated cell counter de Invitrogen™ con ayuda del Azul de tripano siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se determind la viabilidad y el numero total de células, que

nunca fue menor al 90 %.

6.11. Cultivo celular
Se separaron 30 millones de células de cada tejido y se centrifugaron a 400 x g

durante 5 min a 4 °C, posteriormente se quitd el sobrenadante y la pastilla se resuspendid
en 500 ul de PBS, se centrifugd a 400 x g por 5 min a 4 °C, el sobrenadante se elimind y se
resuspendié en 200 ul de medio completo frio, posteriormente se colocaron 100 pl de la
suspension en 2 pozos de la placa de cultivo de 24 pozos (No. Cat. 3473 Costar®, Corning
Incorpoated, Corning, NY) considerando que en los lavados se pierden aproximadamente
10 millones de células y al final en cada pozo quedan 10 millones de células, se cultivé en
2 ml de medio completo. Un pozo fue el control negativo al cual no se le agregd nada mas.
Y al dltimo pozo se le adicionaron 7.3 pl del antigeno purificado del virus de la enfermedad
de Aujeszky a una concentracion de 2.6 mg/ml. La placa se dejoé incubando a 37 °C durante
4 dias y se adiciond un refuerzo del antigeno purificado a los dos dias (7.3 pl del antigeno
purificado), ademas en caso de que los pozos de cultivo presentaran acidificacion se les

adiciond medio de cultivo completo fresco.
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6.12. Marcaje y lectura para citometria de flujo
Se colocaron 1 x 10° células por pozo, en placas de cultivo de 96 pozos (No. Cat. 3598

Costar®, Corning Incorpoated Corning, NY). Se realizaron tinciones triples para identificar
las subpoblaciones de linfocitos T. Se consideraron controles de células solas y de isotipo.
Se centrifugd la placa a 400 x g a 4 °C por 6 min y se resuspendieron en Sol. A de
citometria (PBS-5% de suero normal de cerdo), se incubd a 4 °C por 30 min para bloquear
los receptores de inmunoglobulinas. Se lavaron las células 2 veces con Sol. A
centrifugando a 400 x g a 4 °C por 6 min. Se incubaron las células con mezcla triple de
anticuerpos primarios o con control de isotipo segln sea el caso (en la tabla 2 se resume

los anticuerpos primarios empleados).

Tabla 2. Anticuerpos primarios para el ensayo de citometria de flujo

Anticuerpo anti- Isotipo Clona Dilucién Casa comercial

Control de isotipo | Ratdn isotipo 1:100 VMRD

CD3 IgG1 8E6 1:10 VMRD

CD4 IgG2b MCA1749 | 1:10 Serotec

CD8 lgG2a MIL-12 1:20 Donacidn, Universidad
de Bristol, Inglaterra

Las células se lavaron 2 veces con Sol. A para eliminar el excedente de anticuerpos
primarios centrifugando a 400 x g a 4 °C por 6 min. Se incubaron con anticuerpos
secundarios conjugados con los fluorocromos especificos contra los isotipos de los
anticuerpos primarios utilizando una mezcla triple (en la tabla 3 se resume los anticuerpos

secundarios usados).

Tabla 3. Anticuerpos secundarios para el ensayo de citometria de flujo

Anticuerpos anti- | Fluorocromo | No. Catalogo Dilucion Casa comercial
conjugado

lgG1 R-PE 115-115-205 1:40 Jackson ImmunoResearch.

IgG2a APC 115-135-207 1:30 Jackson ImmunoResearch.

lgG2b PerCP 115-125-206 1:30 Jackson ImmunoResearch.

Las células se lavaron 2 veces con sol. A para eliminar el excedente de anticuerpos

secundarios centrifugando a 450 x g a 4 °C por 5 min. y se fijaron con paraformaldehido al
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1 %. Posteriormente se leyeron en el citdmetro de flujo (FACScalibur de Beckton
Dickinson), capturando 10,000 eventos por muestra. En la tabla 4 se resume el andlisis de

las lecturas realizadas.

Tabla 4. Lectura de fluorescencia para citometria de flujo

Fluorocromos Anticuerpos Longitud de Longitud | Canal
anti- excitacion de emisién

R-PE IlgG1l 488 nm 575 nm FL-2

PerCP IgG2a 468 nm 675 nm FL-3

APC IgG2b 600-650 nm 660 nm FL-4

6.13. Analisis estadistico
Para el andlisis de la respuesta inmunolégica mediada por anticuerpos se tomaron las

concentraciones individuales de anticuerpos de los cerdos y se organizaron por fecha y
grupo de inmunizacién, se obtuvieron los promedios. Se realizé una comparacidn de las
diferentes concentraciones de anticuerpos por grupo de inmunizacién vy se aplicé la
prueba estadistica de distribucion t de Student con ayuda del software GraphPad Prism

5.0.

Para el andlisis de las poblaciones celulares se utilizé el software FlowJo 7.6.1 y se fijé
el marcador CD3, posteriormente se determind la presencia de CD4 y CD8 en esa ventana.
Se consideraron las poblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+, CD4+CD8+ (DP) y CD4-CD8-
(DN).Finalmente se tomaron los porcentajes de las poblaciones celulares de cada animal y
se promediaron. Se realizé6 una comparacién de los porcentajes de las poblaciones entre
tejidos y entre los grupos de inmunizacién y se aplicé la prueba estadistica de distribucién

t de Student con ayuda del software GraphPad Prism 5.0.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Para realizar el trabajo se siguio el siguiente disefio experimental (figura 6), en el cual

se dividieron los cerdos en tres grupos (control, protocolo de vacunacién convencional y

protocolo de vacunacion combinada) y posteriormente se siguid el esquema de

vacunacion planteado, se cuantificaron las concentraciones de IgG e IgA especificas contra

VEA y por ultimo se sacrificaron los cerdos para obtener las células pulmonares v,

mediante la técnica de citometria de flujo, se evalud la respuesta de los linfocitos T

especificos contra VEA.
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Figura 6. Disefio experimental. Se observa el esquema bdsico de las actividades que se realizaron para esta
investigacion. IM, intramuscular; SC, subcutaneo; IN, intranasal; Prel, preinmunizacidn; |, inmunizacién; M,
muestreo; ID, intradermorreaccion; D, desafio; S, sacrificio; GLCV, ganglio linfatico cervical; GLPT, ganglio

linfatico peritraqueal, BAL, lavado bronquioalveolar.
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8. RESULTADOS

Respuesta inmunoldgica sérica porcina mediada por IgG e IgA
después de la vacunacion y desafio con el virus de la enfermedad de
Aujeszky

Para el andlisis de la respuesta inmunolégica sérica se tomaron muestras de los
cerdos de los distintos grupos de estudio, grupo control (n=5), vacunacién convencional
IM/IM/IM (n=5) y vacunacion combinada SC/SC/IN (n=5) en los dias de inmunizacion y
posteriormente a los 7 (ID), 14 (desafio), 21 (sacrificio), dias después de la ultima
inmunizacidn. La cuantificacion de la concentracion sérica de 1gG e IgA se realizé mediante
la técnica de ELISA cuantitativa estandarizada en el laboratorio de Inmunobiologia de las
Mucosas, departamento de Infectémica y Patogénesis Molecular, CINVESTAV-IPN (figura
7), en la cual se utilizd una curva estandar para la cuantificacion de las inmunoglobulinas

anti-VEA especificas (figura 8).
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Figura 7. Diseifio de la placa de ELISA cuantitativa. Se observa la forma en la que se organizan las muestras
problema y las curvas estdndar, asi como los blancos del antigeno y los blancos del estdndar, dentro de la
placa de ELISA; para IgG las muestras parten de una dilucidn 1:50 y se realizan diluciones triples seriadas, y la
curva parte de una concentracién de 1 mg/ml de IgG y se realizan diluciones dobles seriadas; mientras que
para IgA las muestras inician a una dilucidn 1:5 y se realizan diluciones dobles seriadas, y la curva inicia a una
concentracion de 100 ng/ml de IgA y se realizan diluciones dobles seriadas.
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Figura 8. Ejemplos representativos de la curva estandar de la técnica de ELISA cuantitativa. Se pueden
observar dos ejemplos representativos de la elaboracidn de las curvas estandar para la cuantificacion de 1gG
e IgA anti-VEA. En la parte superior se observa la curva estandar para la cuantificacion de 1gG anti-VEA
iniciando en una concentracién de 1 mg/ml de IgG y realizando diluciones dobles seriadas y en la parte
inferior se muestra la curva estdndar para la cuantificacion de IgA anti-VEA iniciando de una concentracion
de 100 ng/ml de IgA y realizando diluciones dobles seriadas, para posteriormente interpolar las D.O. netas
de las muestras problemas y determinar la concentracidon de IgG o IgA especificas anti-VEA presente en
estas. D.O, densidad dptica; VEA, virus de la enfermedad de Aujeszky.

Los valores obtenidos se agruparon por dia y por grupo de inmunizacidn, se
promediaron y se obtuvo el error estandar de la media con ayuda del software GraphPad
5.0 (tablas 5y 6). Posteriormente se realizaron las graficas y se aplico la prueba estadistica
t de Student para comparar la respuesta inmunoldgica entre los grupos de vacunacion con

el mismo software.

44



Tabla 5. Promedio de las concentraciones séricas de 1gG anti-VEA (ng/ml) + el error estdndar de la media
(SEM) organizadas segun fecha y grupo de vacunacidn en los sueros de cinco animales por grupo (control,
IM/IM/IM, SC/SC/SC). -10 pre-inmunizacion y toma de muestra; 0, 7 y 14 dias de inmunizacién y toma de
muestra; 21 intradermorreaccion (IDR) y toma de muestra; 28 desafio y toma de muestra; 35 sacrificio y
toma de muestra.

Grupo de Control. IM/IM/IM SC/SC/IN
acunacion | Promedio + SEM Promedio + SEM Promedio * SEM
Dias ost- | (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
inmunizacion
-10 (Pre-Inm) 0 0 0 0 0 0
0 0 0 8286 4862 3580 1215
7 0 0 16549 8594 12191 4877
14 0 0 11669 2359 13038 3967
21 (ID) 0 0 19116 3747 16214 2608
28 (Desafio) 0 0 26018 6238 19027 2775
35 (sacrificio) 4433 1877 27625 6560 20434 2503

IM, intramuscular; SC, subcutanea; IN, intranasal; SEM, error estandar de la media; Pre-Inm, pre-inmunizacién; ID,
intradermorreaccion.

Tabla 6. Promedio de las concentraciones séricas de IgA anti-VEA (ng/ml) + el error estdndar de la media
(SEM) organizadas segun fecha y grupo de vacunacidn en los sueros de cinco animales por grupo (control,
IM/IM/IM, SC/SC/SC). -10 pre-inmunizacion y toma de muestra; 0, 7 y 14 dias de inmunizacion y toma de
muestra; 21 intradermorreaccion (IDR) y toma de muestra; 28 desafio y toma de muestra; 35 sacrificio y

toma de muestra.

Grupo de Control IM/IM/IM SC/SC/IN
vacunacién | Promedio + SEM Promedio + SEM Promedio * SEM
Dias post- | (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
inmunizacién
-10 (Pre-Inm) 2.94 2.94 7.25 7.25 12.53 5.76
0 2.05 2.05 30.91 17.74 22.56 7.75
7 0 0 58.79 17.68 48.59 11.14
14 0 0 65.70 12.37 92.08 16.78
21 (ID) 8.57 5.29 73.38 10.73 79.40 20.38
28 (Desafio) 12.38 4.06 86.87 9.09 77.73 14.58
35 (sacrificio) 20.14 7.40 75.94 6.43 93.46 11.89

IM, intramuscular; SC, subcutdnea; IN, intranasal; SEM, error estandar de la media; Pre-Inm, pre-inmunizacién; ID,
intradermorreaccion.

Respuesta inmunoldgica sérica de IgG especifica contra el virus de la

enfermedad de Aujeszky
Al analizar los promedios de las concentraciones séricas de IgG anti-VEA de los

distintos protocolos de vacunacidn se encontrd que el grupo de vacunacién convencional
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(IM/IM/IM) tuvo concentraciones séricas de IgG anti-VEA superiores a las del grupo
control (P<0.01) en el dia 14 post-inmunizacién, y posteriormente en los dias de IDR
(P<0.001), desafio y sacrificio (P<0.01) (figura 9). Mientras que el grupo de vacunacién
combinada (SC/SC/IN) presento diferencias significativas contra el grupo control en la
concentracién sérica de IgG anti-VEA desde el dia 0 (P<0.05) (12 inmunizacion), en el dia 7
(P<0.05) (22 inmunizacién) y en el dia 14 (P<0.05) (32 inmunizacidn) post-inmunizacion y
posteriormente en la IDR (P<0.001), en el desafio (P<0.001) y en el sacrificio (P<0.001)

(figura 9). No hubo diferencia significativa entre los protocolos de vacunacion (figura 9).
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Figura 9. Concentracion sérica de IgG anti-VEA en cerdos destetados. Los animales se distribuyeron en tres
grupos de 5 individuos: grupo control, grupo de vacunacidn convencional (IM, IM, IM) y grupo de vacunacion
combinada (SC, SC, IN). Fueron inmunizados en tres ocasiones (flechas negras) y posteriormente se les
realizé una prueba de IDR (dia 21). Después los animales fueron desafiados (dia 28) y sacrificados (dia 35).
Cada punto representa el promedio * el error estandar de la media. Diferencia significativa de ***P<0.001,
**P<0.01y *P<0.05. Prueba estadistica de distribucion t de Student. IgG, inmunoglobulina G; VEA, virus de la
enfermedad de Aujeszky; IM, intramuscular; SC, subcutanea; IDR, intradermorreaccion.
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Respuesta inmunoldgica sérica de IgA especifica contra el virus de la

enfermedad de Aujeszky
Al analizar los promedios de las concentraciones séricas de IgA anti-VEA, se observo

que el grupo de vacunacidn convencional (IM/IM/IM) tuvo concentraciones séricas de IgA
anti-VEA superiores a las del grupo control en los dias 7 (22 inmunizacién) y 14 (32
inmunizacién) post-inmunizacién (P<0.05), y posteriormente en la IDR, en el desafio y en

el sacrificio (P<0.001).
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Figura 10. Concentracion sérica de IgA anti-VEA en cerdos destetados. Los animales se distribuyeron en tres
grupos de 5 individuos: grupo control, grupo de vacunacidn convencional (IM, IM, IM) y grupo de vacunacion
combinada (SC, SC, IN). Fueron inmunizados en tres ocasiones (flechas negras) y posteriormente se les
realizé una prueba de IDR (dia 21). Después los animales fueron desafiados (dia 28) y sacrificados (dia 35).
Cada punto representa el promedio * el error estandar de la media. Diferencia significativa de ***P<0.001,
**P<0.01y *P<0.05. Prueba estadistica de distribucion t de Student. IgG, inmunoglobulina G; VEA, virus de la
enfermedad de Aujeszky; IM, intramuscular; SC, subcutanea; IDR, intradermorreaccion.
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Mientras que el grupo de vacunacién combinada (SC/SC/IN) presentd diferencias
significativas desde el dia 0 (P<0.05) (12 inmunizacién), en el dia 7 post-inmunizacién (22
inmunizacién) (P<0.01), en el dia 14 post-inmunizacién (32 inmunizacién) (P<0.05), y
posteriormente en la IDR, el desafio (P<0.01) y en el sacrificio (P<0.001) (figura 10). No

hubo diferencia significativa entre los protocolos de vacunacién (figura 10).

Evaluacion de la prueba de intradermorreaccion de cerdos

inmunizados con el virus de la enfermedad de Aujeszky
La prueba de intradermorreaccién (ID) se realizé 7 dias después de la ultima

inmunizacion de los grupos y se aplicé a todo los cerdos. Se inoculd por via subcutanea,
entre la primera y segunda tetilla del lado izquierdo, el antigeno inactivado del virus de la
enfermedad de Aujeszky y del otro lado solo se inoculé PBS. Posteriormente se realizaron
lecturas a las 24, 48 y 72 horas buscando encontrar la formacién de eritema o granuloma
en la zona de inoculacidn con el antigeno inactivo del virus de la enfermedad de Aujeszky.
Lo cual no se observé en ninguna lectura en ningun cerdo, de igual forma en la inoculacién

con PBS no se observd la formacién de eritemas o granulomas.

Analisis de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T
provenientes de tejidos de cerdos inmunizados y desafiados con el

virus de la enfermedad de Aujeszky
Se realiz6 el sacrificio de cerdos pertenecientes a los grupos control (n=5), vacunacion

convencional IM/IM/IM (n=5) y vacunacion combinada SC/SC/SC (n=5), se procedid a
obtener tejidos y separar células. Las células obtenidas se cultivaron y se estimularon con
7.3 ul del antigeno purificado del VEA a una concentracidon de 2.6 mg/ml, se dejaron
incubando a 37°C durante 4 dias y se adiciond un refuerzo del antigeno a los dos dias (7.3
ul del antigeno purificado). Posteriormente se realizaron tinciones de citometria de flujo
para linfocitos T (CD3, CD4 y CD8). Para el andlisis de linfocitos T se considerd la expresion
de CD3 en las células de cada tejido, se escogieron estas células y se determinaron las

células que expresaban CD4 y CD8 (figura 11) obteniendo los porcentajes de poblaciones
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de células, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3+ CD4+CD8+ (DP) y CD3+CD4-CD8- (DN) con ayuda

del software Flowlo 7.6.1.
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Figura 11. Determinacion de las poblaciones de linfocitos T con el software Flowlo 7.6.1.Se muestran

histogramas y dot-plots representativos.

Se muestra el dot-plot de tamarfio (FSC) y granularidad (SSC)

tomando solo la region de linfocitos T (A), después se presentan histogramas en donde se analiza la
expresion de CD3 partir de la cual se toman las células positivas (B) y se determinan las poblaciones
considerando la expresidon de CD4 y CD8 en el dot-plot (C).

Posteriormente se realizo el analisis estadistico con ayuda del software GraphPad 5.0

obteniendo los promedios por grupo de inmunizacion y los SEM para todos los tejidos y

comparandolos mediante la prueba t de Student (Tabla 7), para posteriormente realizar

las graficas correspondientes.
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Tabla 7. Promedio de los valores relativos (% de células) + el error estandar de la media (SEM) de las

subpoblaciones de linfocitos T (CD3+) de cinco animales por grupo de vacunacion (control, vacunacion

convencional IM/IM/IM y vacunaciéon combinada SC/SC/IN) en sangre, ganglio linfatico peritraqueal (GLPT),

ganglio linfatico cervical (GLCV), lavado bronquioalveolar (BAL), y I6bulos apical, medio y diafragmatico.

Marcador celular CD4 CD8 DP DN

Tejido Promedio | *SEM Promedio | +SEM | Promedio | *SEM Promedio | +SEM
(% células) (% células) (% células) (% células)

Control 19.34 2.65 6.09 1.47 2.94 0.71 20.48 1.83
sangre IM/IM/IM 20.51 241 5.44 1.66 495 1.99 26.09 2.94
SC/SC/IN 20.07 2.23 5.54 1.26 1.49 0.27 27.08 1.96
Control 23.62 3.21 2.02 0.45 2.46 0.47 12.22 2.71
GLPT IM/IM/IM 25.02 3.51 4.49 1.48 4.92 1.4 14.31 2.74
SC/SC/IN 22.98 4.76 1.23 0.22 2.18 0.25 14.59 1.92
Control 32.64 6.00 2.76 0.97 3.10 0.89 15.00 2.14
GLCV IM/IM/IM 24.10 2.95 4.87 1.39 4.00 1.16 12.45 1.95
SC/SC/IN 30.72 4.97 0.93 0.10 2.55 0.25 20.53 2.71
Control 3.34 1.10 2.84 0.88 1.98 1.48 8.31 1.17
BAL IM/IM/IM 3.03 0.42 3.57 1.06 0.60 0.08 7.38 0.80
SC/SC/IN 3.84 1.20 1.89 0.37 0.52 0.18 10.11 0.87
Control 10.20 2.15 2.39 0.35 1.22 0.27 13.33 2.13
Lobulo craneal IM/IM/IM 12.78 2.38 7.90 2.39 2.14 0.42 17.75 2.52
SC/SC/IN 8.14 1.73 2.14 0.16 0.53 0.04 19.34 3.57
Lébulo Control 7.76 1.29 2.29 0.45 1.24 0.17 12.08 2.32
cardiaco IM/IM/IM 8.84 1.44 4.75 0.77 131 0.13 16.44 2.99
SC/SC/IN 8.09 1.86 1.71 0.24 0.68 0.14 18.95 3.62
Control 10.87 2.14 3.03 0.63 2.33 0.52 16.91 1.56
Lébulo caudal IM/IM/IM 7.73 1.65 4.75 0.77 1.29 0.27 13.04 2.47
SC/SC/IN 6.72 1.59 1.99 0.24 0.45 0.12 20.62 3.53

IM, intramuscular; SC, subcutaneo; IN, intranasal.

Linfocitos T CD4+ en tejidos porcinos
Al analizar los porcentajes de las células CD3+CD4+ se observé que no hubo diferencia

significativa entre los protocolos de vacunacion con respecto al control y entre ellos, en

los diferentes tejidos de estudio (figura 12).
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Figura 12.Valores relativos de linfocitos T CD4+ en sangre, GLPT, GLCV, BAL y parénquima pulmonar. Los
animales se distribuyeron en tres grupos: grupo control (barras vacias), vacunacién convencional (IM, IM,
IM) (barras con lineas horizontales) y vacunacion combinada (SC, SC, IN) (barras con cuadricula). Se muestra
la comparacion de porcentajes entre grupos por cada tejido. Cada barra representa el promedio de 5
animales mas el error estandar de la media. Diferencia significativa de ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05.
Prueba estadistica t de Student. IM, intramuscular; SC, subcutanea; GLPT, ganglio linfatico peritraqueal;
GLCV, ganglio linfatico cervical]; BAL, lavado bronquioalveolar.

Linfocitos T CD8+ en tejidos porcinos
Para las células CD3+CD8+ se encontrd que existe un mayor porcentaje de éstas en

GLPT (P<0.05), GLCV (P<0.01), lébulo caudal (P<0.01) del grupo de vacunacion
convencional con respecto al grupo de vacunacién combinada pero no hubo diferencia
significativa con respecto al grupo control. En cambio el porcentaje de células CD8+ en el
I6bulo cardiaco fue mayor con respecto al grupo control (P<0.05) y al grupo de vacunacién
combinada (P<0.01), de igual manera el porcentaje de células del Iébulo craneal fue

mayor con respecto al grupo control y al grupo de vacunacién combinada (P<0.05). Sin
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embargo, no se encontrd diferencia significativa entre los tres grupos en sangre y BAL

(figura 13).
CD8+ en tejidos porcinos
121
114 * % 3 Control
10 . B MMM
< E3 SCISC/IN
o 9
o
s 8 =
g\o/ I % *% E
8 & . = > = X
> ]
= == —
s CTIEHE & s = S S
o M I1HEA = = = = =
S il E = = = = =
g 34 |[HE = = = = = =
= = B = = = = = =
> o |HE = = = = & = =
z = = = = B =\ = B = B
| |HE = =F = b =] b = b = B
JEE [[EE (HB [HE [EHE [EHE | HE
Sangre  GLPT GLCV BAL Lébulo  Lébul Lébul

craneal cardiaco caudal
Tejidos

Figura 13. Valores relativos de linfocitos T CD8+ en sangre, GLPT, GLCV, BAL y parénquima pulmonar Los
animales se distribuyeron en tres grupos: grupo control (barras vacias), vacunacién convencional (IM, 1M,
IM) (barras con lineas horizontales) y vacunacion combinada (SC, SC, IN) (barras con cuadricula). Se muestra
la comparacion de porcentajes entre grupos por cada tejido. Cada barra representa el promedio de 5
animales mas el error estandar de la media. Diferencia significativa de ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05.
Prueba estadistica t de Student. IM, intramuscular; SC, subcutanea; GLPT, ganglio linfatico peritraqueal;
GLCV, ganglio linfatico cervical]; BAL, lavado bronquioalveolar.

Linfocitos T DP (CD4+CD8+) en tejidos porcinos

Al analizar los porcentajes de las células DP (CD3+CD4+CD8+) se observdo que en
sangre, GLPT, GLCV y BAL no existieron diferencias significativas entre los grupos. Sin
embargo en parénquima pulmonar se encontraron diferencias, se observd un mayor
porcentaje de células DP en el I6bulo craneal del grupo de vacunacién convencional

(P<0.001) con respecto al grupo de vacunacion combinada pero no existié diferencia
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contra el grupo control. En el |6bulo cardiaco se observé un mayor porcentaje de células
DP (P<0.05) del grupo control con respecto al grupo de vacunacién combinada, de igual
manera se encontré una mayor cantidad de células del grupo de vacunacién convencional
(P<0.01) con respecto al grupo de vacunaciéon combinada. Por ultimo, en el I6bulo caudal
se observé un mayor porcentaje de células DP del grupo control con respecto al de
vacunacion combinada (P<0.001) pero no se hallé diferencia contra el grupo de

vacunacién convencional (figura 14).
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Figura 14. Valores relativos de linfocitos T DP (CD4+CD8+) en sangre, GLPT, GLCV, BAL y parénquima
pulmonar. Los animales se distribuyeron en tres grupos: grupo control (barras vacias), vacunacion
convencional (IM, IM, IM) (barras con lineas horizontales) y vacunacidon combinada (SC, SC, IN) (barras con
cuadricula). Se muestra la comparacién de porcentajes entre grupos por cada tejido. Cada barra representa
el promedio de 5 animales mas el error estandar de la media. Diferencia significativa de ***P<0.001,
**P<0.01 y *P<0.05. Prueba estadistica t de Student. IM, intramuscular; SC, subcutanea; GLPT, ganglio
linfatico peritraqueal; GLCV, ganglio linfatico cervical]; BAL, lavado bronquioalveolar.
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Linfocitos T DN (CD4-CD8-) en tejidos porcinos

Por ultimo se analizaron los porcentajes de linfocitos T DN (CD3+CD4-CD8-),
observando que no hubo diferencia significativa entre los grupos de vacunacién con
respecto al control y entre ellos en GLPT y parénquima pulmonar. Sin embargo se
encontré un mayor porcentaje de células DN en el grupo de vacunacién combinada en
GLCV (P<0.05) y BAL (P<0.05) con respecto al grupo de vacunacidon convencional. Y en
sangre se observé que el grupo de vacunacién combinada tuvo un mayor porcentaje de
células DN (P<0.05) con respecto al grupo control pero no hubo diferencia contra el grupo

de vacunacioén convencional (figura 15).
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Figura 15. Valores relativos de linfocitos T DN (CD4-CD8-) en sangre, GLPT, GLCV, BAL y parénquima
pulmonar. Los animales se distribuyeron en tres grupos: grupo control (barras vacias), vacunacién
convencional (IM, IM, IM) (barras con lineas horizontales) y vacunacidon combinada (SC, SC, IN) (barras con
cuadricula). Se muestra la comparacidon de porcentajes entre grupos por cada tejido. Cada barra representa
el promedio de 5 animales mas el error estandar de la media. Diferencia significativa de ***P<0.001,
**P<0.01 y *P<0.05. Prueba estadistica t de Student. IM, intramuscular; SC, subcutanea; GLPT, ganglio
linfatico peritraqueal; GLCV, ganglio linfatico cervical]; BAL, lavado bronquioalveolar.
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9. DISCUSION

El pulmdn es un drgano involucrado directamente con el intercambio gaseoso y posee
estrategias de defensa ante el posible desarrollo de infecciones y otras agresiones. Los
mecanismos innatos de defensa actuan protegiendo las vias aéreas a través del reflejo
tusigeno, eliminacién mucociliar y las propiedades antimicrobianas de la superficie de la

mucosa (Jiménez-Alvarez y cols., 2009).

Los estudios para analizar el desarrollo del sistema inmunolégico pulmonar en
humanos tienen muchas limitaciones, que incluyen cuestiones éticas que limitan la toma
de muestras de un tejido sano, la extraccién de un drgano o realizar un lavado
bronquioalveolar (BAL), por lo que es dificil reunir muestras representativas para estudios
in vitro e in vivo. Hasta el momento la mayoria de los estudios inmunohistoquimicos,
biopsias y lavados bronquiales que se han realizado sobre el sistema inmunoldgico del
aparato respiratorio en humanos se han hecho en cadaveres (Richmond y cols., 1993;
Tschernig y cols., 1995; Kracke y cols., 1997; Hiller y cols., 1998; Debertin y cols., 2003),
por lo cual existe la necesidad de usar modelos animales experimentales para estudiar el
sistema inmunoldgico respiratorio. Se han realizado muchos estudios usando como
modelo de experimentacién a los roedores (Marquez y cols., 2000; Kocks y cols., 2007;
Sabirov y cols., 2008; Sosa y cols., 2009), sin embargo, el sistema inmunoldgico de los
seres humanos y su ontogenia es diferente, en muchos aspectos, al de los roedores,
sumado al tamafio de estos animales, ya que se necesitan grandes cantidades de tejido

para obtener suficientes células.

El cerdo es en la actualidad un modelo animal importante en la investigacion
biomédica debido a su similitud anatdmica y fisioldgica con el humano, ya que es un
animal de habitos semejantes a los de los humanos, su alimentacion es omnivora, el
tamafio total es equiparable al humano, tiene una distribucién de érganos semejante, el
crecimiento de los érganos es proporcional y el desarrollo se puede equiparar con el del
hombre, ademas, la distribucidn, frecuencia, morfologia, ontogenia, y desarrollo del tejido
linfoide asociado a la mucosa respiratoria es similar al de los seres humanos (Rothkotter y

cols. 2002; Sedgmen vy cols., 2004; Padilla-Carlin y cols., 2008).
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El aparato respiratorio inferior se refiere a menudo como parte del sistema
inmunoldgico comun de las mucosas cuando en realidad es completamente diferente de
otros miembros comunes, especialmente el intestino. Los bronquiolos y alvéolos no
tienen una flora microbiana comensal residente y el pulmdén es esencialmente estéril

debajo de la laringe (Halliwey y Gorman, 1992; Delventhal y cols., 1992).

Se ha observado que el problema en el tracto respiratorio corresponde a las
respuestas inmunoldgicas primarias, no secundarias. Durante una respuesta primaria, la
frecuencia de células especificas al antigeno es baja y como consecuencia los patégenos
pueden reproducirse sin control durante un periodo significativo de tiempo. Esto hace que
se presente dafo tisular y liberaciéon de altos niveles de citocinas y quimiocinas
inflamatorias. La ola de células reclutadas, como consecuencia de ello, unido a la alta
carga antigénica, causa la obstrucciéon de los espacios aéreos y la presencia de dafos
extensos. Durante una respuesta secundaria, sin embargo, los anticuerpos y los linfocitos
T de memoria estdn preparados para reducir la carga de antigenos, se disminuyen las
sefiales inflamatorias y se produce una menor carga antigénica resultando en una

respuesta inmunolégica mds contenida y corta (Goulding y cols., 2007).

El virus de la enfermedad de Aujeszky (VEA) causa una infeccién natural en los cerdos
similar a la del virus del herpes simple (VHS) en el hombre. EIl VEA es un virus
neuroinvasivo con un amplio rango de hospederos que sdlo excluye los primates. La
gravedad de los datos clinicos resultantes de la infeccidon con este virus esta determinada
por la edad y el estado inmunoldgico del animal, asi como la virulencia y la dosis de
exposicion del virus (Zuckermann, 2000), los signos clinicos nerviosos se presentan en
animales muy jévenes mientras que en animales mas grandes (después del destete) se
observan signos respiratorios (Chinsakchai y Molitor, 1994; Mettenleiter, 1996; Bouma y

cols., 1997; Zuckermann, 2000; Wong y Pamer, 2003; Cano y cols., 2007).
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Analisis de la respuesta inmune de IgG e IgA sérica porcina después

de la vacunacion y desafio con el virus de la enfermedad de Aujeszky
A menudo los anticuerpos especificos para los antigenos de la superficie viral resultan

cruciales para frenar la diseminacion de un virus durante la infeccién aguda y para
proteger contra la reinfeccidon. Los anticuerpos tienen eficacia particular para proteger
contra la infeccidn si se localizan en el sitio de entrada del virus en el cuerpo. La mayor
parte de los virus expresa moléculas receptoras en su superficie que les permite iniciar la
infeccion al fijarse a moléculas membranales especificas de la célula hospedera. Si se
produce un anticuerpo contra el antigeno viral, puede bloquear la infecciéon y a la vez
prevenir la fijacion de las particulas virales a la célula hospedera. Las vias respiratorias se
pueden dividir en la parte superior (nariz, faringe, laringe y traquea), donde la IgA es la
inmunoglobulina predominante, y la parte inferior que consiste en el pulmdn, donde la
IgG es mds abundante que otras inmunoglobulinas (Halliwell y Gorman, 1992; Delventhal
y cols. 1992; Pabst y Binns, 1994). El desarrollo de la inmunidad mucosal y la IgA secretoria
son importantes en la defensa del hospedero contra los virus al bloquear la fijacion viral a

las células epiteliales de la mucosa (Halliwell y Gorman, 1992; Bailey y cols., 2005).

La evidencia de que la infeccién por el VEA provoca tanto la respuesta inmunitaria
humoral y mediada por células es ampliamente reconocida (Zuckermann, 2000). Una
respuesta inmunitaria humoral tras la infeccidn experimental o la vacunacién de cerdos
con VEA se ha detectado que se compone de anticuerpos neutralizantes del virus, los
anticuerpos capaces de mediar citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), y
los anticuerpos capaces de mediar la lisis mediada por complemento de las células
infectadas con VEA (Zuckermann y cols. 1990). Gran parte de la respuesta humoral
neutralizante se dirige contra las glicoproteinas codificadas por el virus, en particular,
contra la glicoproteina glll (Zuckermann y cols. 1990, Ober y cols., 1998; Zuckermann,

2000; Pejsak y Truszczynski, 2006).

El presente estudio demuestra, en términos generales, que las concentraciones de

anticuerpos IgG e IgA anti-VEA, en el suero, van en aumento conforme se dan las
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inmunizaciones y son superiores con respecto al control después del desafio viral (figuras

9y 10).

La 1gG constituye alrededor del 80% del total de las inmunoglobulinas séricas, lo cual
se observa en este trabajo ya que se encuentra en mayor cantidad en comparacién que la
IgA (figruas 9 y 10), y entre sus principales funciones estd la opsonizacion de los agentes
patdgenos para que los fagocitos los endociten y activa el sistema del complemento ya
que actua principalmente en tejidos del cuerpo donde hay disponibilidad de células y
moléculas accesorias, por lo mismo estd presente en mayor cantidad en el aparato
respiratorio inferior ya que proviene de la transudacién sanguinea en ese lugar. Como se
pudo observar en esta investigacidon la concentracion de IgG anti-VEA especifica aumento
después de la pre-inmunizacion en el grupo de vacunacién combinado (SC/SC/IN) respecto
al testigo; mientras que el grupo de vacunacién convencional (IM/IM/IM) después de la
segunda inmunizacion (figura 9) y se puede suponer que esta elevacion de la
concentracién de IgG anti-VEA especifica también se da en el tracto respiratorio inferior
donde también se encuentran los macréfagos alveolares que ayudan a eliminar los

antigenos virales que lograron llegar a este sitio.

Pese a que la IgA solo constituye el 10% del total de las inmunoglobulinas séricas,
encontrandose en menor proporciéon en comparacion que la IgG (figuras 9 y 10), es la
clase de inmunoglobulina que predomina en secreciones externas, como la leche materna,
saliva, lagrimas y moco de las vias bronquiales, genitourinarias y digestivas. En el suero, la
IgA existe sobre todo como un mondmero, pero en ocasiones se observan formas
poliméricas. En los mamiferos, una de las caracteristicas que definen el sistema
inmunitario de las mucosas es la produccién de anticuerpos secretores de la clase IgA. Las
peculiaridades de la IgA como Ig basal de la mucosa incluyen el transporte a través de las
células epiteliales (mediada por el receptor de Ig poliméricas), resistencia a la actividad
proteolitica y la unidn al moco. Funcionalmente, la IgA no parece influir directamente en
la composicidn de la microflora comensal, sin embargo, actia para evitar la adherencia de
las bacterias o toxinas a las células diana, y puede neutralizar los virus y las toxinas, entre
otras caracteristicas (Bailey y cols., 2005; Eng y cols., 2010). Y como se observd en esta

58



investigacion, las concentraciones séricas de IgA anti-VEA especificas aumentaron después
de la pre-inmunizacion en el protocolo de vacunacidon combinada (SC/SC/IN), mientras que
en el grupo de vacunacion convencional (IM/IM/IM) aumentan después de la primera
inmunizacién y, ambos grupos, se mantuvieron elevados hasta después del desafio (figura

10) y esto puede ser un reflejo de lo que sucede en la superficie mucosal.

La eficacia de una vacuna anti-VEA depende del programa de inmunizacion, la cepa
del virus de la vacuna, el nivel de exposicidn al virus y el nivel de anticuerpos maternos en
el momento de la vacunacion (Zuckermann, 2000). La ruta de la vacunacién también es
importante. En contra de la intuicidn, varios trabajos han reportado que la vacunacién
intranasal no parece conferir un mayor nivel de inmunidad protectora que la vacuna
parenteral contra VEA (Arellano y cols., 1992; Vilnis y cols., 1998; Labarque y cols., 1999;
Zuckermann, 2000). Este efecto es mas probable debido al hecho de que aunque la
infeccion por VEA se inicia como una infecciéon respiratoria, el virus se propaga
rapidamente por via sistémica y ataca el sistema nervioso central y el sistema

reproductivo de las cerdas gestantes (Zuckermann, 2000).

Ademas el protocolo de inmunizacion combinada, utilizado en esta investigacidn,
implica primeramente dar dos inmunizaciones parenterales (subcutaneas) y una mucosal
(intranasal) a diferencia de los trabajos mencionados anteriormente donde solo utilizan la
inmunizacién intranasal, por lo cual, hasta cierto punto, es normal que las
concentraciones séricas de anticuerpos IgG e IgA anti-VEA especificos en los dos

protocolos de inmunizacion sean muy parecidos entre si, pero superiores al grupo control.

Sin embargo, el nivel de anticuerpos en los animales vacunados no siempre
correlaciona con proteccién frente al desafio con el virus virulento, lo que indica que
aungue los anticuerpos pueden proporcionar cierta resistencia a la infeccién, no pueden
desempeiiar un papel fundamental en la inmunidad protectora, ya que la vacunacién
tradicional (IM) no evita la infeccién con el VEA y solo puede reducir los sintomas en los
animales y estos pueden ser portadores sanos (Chinsakchai y Molitor, 1994; Mettenleiter,

1996; Bouma y cols., 1997; Zuckermann, 2000; Wong y Pamer, 2003).
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En este estudio se demostro que ambos protocolos de inmunizacién proveen al cerdo
de una respuesta inmunoldgica sérica especifica contra el VEA, pero para evaluar si esta
respuesta es protectora se tienen que realizar otras pruebas como son la determinacion
de la diseminacion y el aislamiento viral en diversos tejidos del cerdo, ganancia de peso,

evaluacién de los signos clinicos de los animales, etc.

Analisis de la prueba de intradermorreaccion después de la

inmunizacion con el virus de la enfermedad de Aujeszky
Cuando la subpoblacion de células Tyl activada se encuentra con ciertos tipos de

antigenos, secreta citocinas que inducen una reaccién inflamatoria localizada que se
denomina de hipersensibilidad retardada, tardia o de tipo IV. El desarrollo de la reaccion
de hipersensibilidad tipo IV inicia con una primera fase de sensibilizacién con el antigeno
donde las CPA presentan el antigeno a los linfocitos T, en general los linfocitos T que se
activan durante la fase de sensibilizacién son CD4+, sobre todo del subtipo Ty1 (Goldsby y
cols. 2004), pero se ha visto que después de la inmunizaciéon con el VEA la repuesta
linfoproliferativa mediada por los linfocitos T CD4+ se da en menor grado (Zuckermann y
cols. 1990; Summerfield y cols., 1996; Zuckermann y Husmann, 1996) y, como muestran
los resultados obtenidos en esta investigacidn, los linfocitos T CD4+ contra el virus de la
enfermedad de Aujeszky no presentan diferencias entre los grupos de inmunizacion en la
proporcién de estas células (figura 12). Posteriormente la exposicion al antigeno induce
que las células Tyl secreten diversas citocinas que reclutan y activan macréfagos y otras

células inespecificas que se filtran en el sitio de inoculacién del antigeno.

En los resultados obtenidos en este trabajo no hubo la presencia de lesién, induracidn
o eritema cutaneo a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la realizacién de la prueba de ID
esto tal vez se debe a que la inmunizacién con antigeno inactivado de VEA produce una
respuesta especifica, en menor grado, de los linfocitos T CD4+ contra el VEA y al momento

de realizar la prueba de ID se reclutan muy pocos macrofagos al sitio de inoculacién.

Ademas es importante recordar que se administra un antigeno inactivado (muerto),

por lo cual la presentaciéon de este va a ser de forma exdgena lo cual va a favorecer una

60



respuesta Ty2, que no va a inducir la produccion de IFN-y necesaria para reclutar

macréfagos hacia el sitio de inoculacion.

También se sugiere aplicar la intradermorreaccién después del desafio, ya que al
presentar la infeccion se favorecerd la presentacion del antigeno de VEA de forma
endogena lo cual tal vez origine una respuesta Tyl que, posteriormente, al exponerse al
antigeno de VEA inactivo (intradermorreaccion) las células Ty1 activadas por el virus vivo
desencadenaran la produccion de IFN- y para de esta manera reclutar macréfagos hacia el

sitio de inoculacion.

Analisis de las subpoblaciones de linfocitos T después de la

vacunacion y desafio con el virus de la enfermedad de Aujeszky
Existen dos subpoblaciones de linfocitos T bien definidas: linfocitos T cooperadores y

linfocitos T citotdxicos, las cuales pueden diferenciarse entre si por la presencia de las
glicoproteinas de membrana CD4 o CDS8, respectivamente, en su superficie. Pero es
importante aclarar que estos marcadores no son exclusivos de las poblaciones de
linfocitos T, ya que el marcador CD4 es una glicoproteina de 55 kDa expresada en la
superficie de timocitos, linfocitos T cooperadores, macréfagos/monocitos y células
progenitoras hematopoyéticas (Bowers y cols., 1997; Fournier y cols., 2010), mientras que
CD8 es una glicoproteina transmembranal que actiua como un co-receptor para el
receptor de células T (TCR),es predominantemente expresada en la superficie de los
linfocitos T citotéxicos, timocitos, células NK y células dendriticas (Janeway vy cols., 2003;
Goldsby y cols., 2004); por lo cual en esta investigacion se analizé primeramente la
expresion de CD3, ya que es un complejo expresado exclusivamente en los linfocitos T,
compuesto por cuatro cadenas distintas. En los mamiferos, el complejo contiene una
cadena CD3y, una cadena de CD36, y dos cadenas CD3e. Estas cadenas se asocian el
receptor de la célula T (TCR) y a la cadena T para generar una sefial de activacién de los
linfocitos T. De esta manera se asegurd que para el andlisis de las poblaciones celulares
solo se tomaron linfocitos T, ya que en otros trabajos (Zuckermann y cols., 1990;

Summerfield y cols., 1996; Zuckermann y Husmann, 1996; Zuckermann y Gaskins, 1996;
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Obber y cols., 1998) solo se analizd la presencia de CD4 y CD8 que son marcadores que

otras células, ademas de los linfocitos T, pueden expresar.

Evaluacion de los linfocitos T CD4+ después de la vacunacion y

desafio con el virus de la enfermedad de Aujeszky
Los linfocitos T que expresan el marcador CD4, estan restringidos para reconocer

antigeno unido a moléculas de MHC clase Il y suelen funcionar como linfocitos T
cooperadores, los cuales dirigen la respuesta inmunolédgica mediante la secrecién de
citocinas que juegan una funcion central en la activacion de los linfocitos B, linfocitos T y
otras células que participan en la reacciéon inmunitaria. En algunos trabajos se ha
demostrado que después de la inmunizacion con el VEA (Summerfield vy cols., 1996;
Zuckermann y cols. 1990; Zuckermann y Husmann, 1996) la respuesta linfoproliferativa
mediada por los linfocitos T CD4+ se da en menor grado, respecto a la dada por los
linfocitos T CD8+, lo cual es muy parecido a lo observado en esta investigaciéon, ya que en
ningun tejido hubo una diferencia significativa de los grupos de vacunacién (IM/IM/IM y
SC/SC/IN) con respecto al grupo control (figuras 12 y 13). Ademads, es importante remarcar
qgue el grupo testigo también fue desafiado antigénicamente con el VEA y tal vez por eso
se encuentran valores altos de linfocitos T CD4+ en los tejidos analizados de este grupo, ya

gue en el momento del sacrificio estan cursando con la infeccién.

Evaluacion de los linfocitos T CD8+ después de la vacunacion y

desafio con el virus de la enfermedad de Aujeszky
Los linfocitos T citotdxicos (CTL) CD8+ son esenciales para la proteccién contra los

virus, la infeccidn por bacterias intracelulares y células tumorales. Las células T CD8+
reconocen péptidos derivados de agentes patdgenos asociados al MHC clase | en la
superficie de células infectadas. Los linfocitos T CD8 expresan una variedad de moléculas
efectoras que median la defensa contra los patégenos, la citélisis directa de las células
diana, mediada por la liberacién de perforinas y Fas encabezan la lista. Los linfocitos T CD8
también secretan citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF) e IFN-y, que juegan

un papel importante en la defensa antimicrobiana (Wong y Pamer, 2003), y como se ha
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reportado (Zuckermann y cols., 1998) la produccién de IFN-y es esencial ante la
estimulacion in-vitro con el VEA. Los linfocitos T CD8+ desempefian un papel importante
en la inmunidad adaptativa, recién se les ha atribuido un papel en la inmunidad innata,
donde independientemente de la unién del receptor de linfocitos T, los linfocitos T CD8
pueden desarrollar una respuesta contra patdégenos secretando ciertas citocinas y
eliminando directamente células tumorales (Jiménez-Alvarez y cols., 2009). A raiz de la
infeccion por virus de la influenza, los linfocitos T CD8 eliminan el patdgeno y
proporcionan inmunidad a largo plazo contra la reinfeccidn. Por el contrario, los herpes
virus causan infecciones latentes y permanecen con el anfitrion para toda la vida,
entonces son constantemente mantenidos a raya por los linfocitos T CD8 (Wong y Pamer,
2003). Varios reportes sefalan que la inmunizaciéon con una vacuna VEA viva genera una
robusta respuesta de los linfocitos T citotdxicos (Zuckermann y cols., 1990; Mettenleiter,
1996; Zuckermann, 2000) y como se muestra en este trabajo los linfocitos T citotdxicos
presentaron un mayor porcentaje de células en los ganglios linfaticos de los cerdos del
grupo de vacunacion intramuscular con respecto al grupo de vacunaciéon combinada
(SC/SC/IN) (figura 13) al igual que en el parénquima pulmonar donde ademas también se
observé un mayor porcentaje de linfocitos citotdxicos con respecto al grupo control. Pero
también se debe aclarar que un alto nimero de linfocitos T CD8+, no necesariamente
indica una mejor respuesta inmune, ya que un numero elevado de estas células también
puede provocar un alto grado de inflamacidn en los tejidos, lo cual podria ser perjudicial

para el organismo.

Evaluacion de los linfocitos T DP después de la vacunacion y desafio

con el virus de la enfermedad de Aujeszky
Los linfocitos T DP (CD4+CD8+) TCR2 (af) son considerados tradicionalmente como

timocitos inmaduros, los cuales van a sufrir una seleccidon timica para convertirse en
linfocitos CD4+ o linfocitos CD8+ inmaduros, pasando por una seleccidn positiva y negativa
para eliminar las células capaces de responder a antigenos propios y posteriormente salen
al sistema circulatorio (Basson y Zamoyska, 2000; Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols.,

2004). En cerdos adultos normales, una proporcién importante (10-60%) de los linfocitos
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periféricos puede coexpresar los receptores CD4 y CD8, aunque en la sangre periférica
humana son poco frecuentes (<3 %). Debido a la abundancia de CD4/CD8 dobles positivos
(DP) en sangre periférica porcina, es importante entender el significado biolégico de esta
poblaciéon no convencional. Los estudios sobre la inmunidad contra el VEA han aportado
pruebas clave para la demostracién de que las células dobles positivas CD4/CD8 se
componen principalmente de células T de memoria y tienen una funcién auxiliar (Obber y

cols., 1998; Zuckermann y Husmann, 1996).

En los resultados de esta tesis podemos observar que solo en el parénquima
pulmonar hay un aumento en el porcentaje de los linfocitos DP en el grupo control y el
grupo de vacunacion intramuscular con respecto al grupo de vacunacion combinada
(SC/SC/IN) (figura 14). Algunos estudios (Summerfield y cols., 1996; Zuckermann vy
Husmann, 1996) proponen que los linfocitos DP obtenidos de cerdos inmunizados con el
VEA son los primeros en proliferar ante una estimulacién in-vitro y aumentan en
proporcién de acuerdo con la edad del cerdo, de ahi que se crea que se compone en su
mayoria por células de memoria. También se ha sugerido que el comportamiento de estas
células aumenta en los sitios de inflamacién y replicacién viral, ya que los linfocitos con un
fenotipo DP se destacaron entre las células T infiltrantes de lesiones consolidadas del
pulmén de cerdos infectados con Mycoplasma hyopneumoniae (Zuckermann, 1999) y en
casos de infecciones virales estas células aumentan su proporcién en los sitos de
replicacion (Nascimbeni y cols., 2004), por lo cual, de acuerdo a los datos obtenidos en
esta investigacion, se sugiere que en el grupo de inmunizacidon convencional (IM/IM/IM),
en el cual se observa un aumento en la proporcion de linfocitos T DP en el pulmén (figura
15) y linfocitos T CD8+ (figura 13), tal vez exista un mayor grado de inflamacién pulmonar,
lo cual favoreceria el infiltrado de estas células hacia el I6bulo craneal con respecto al
grupo de vacunacion combinada (SC/SC/IN) (figura 14). Ademads, se sabe que por la
aireacion el VEA llega primeramente a este I6bulo donde se replica y causa mas dano,
seguido por el I6bulo cardiaco, donde también se encuentra un mayor porcentaje de estas
células en el grupo control y de vacunacién convencional con respecto al de vacunacién

combinada, y por ultimo el I6bulo caudal donde sélo en el grupo control se encuentra un
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mayor porcentaje de estas células debido, tal vez, a que este grupo no estaba protegido y
el virus pudo acceder facilmente hasta este lugar, pero para determinar si efectivamente
hubo un mayor grado de inflamaciéon en los pulmones de los grupos control y de
vacunacion convencional con respecto al grupo de vacunacién combinada es importante
evaluar la presencia de lesiones, consolidaciones y diseminacion viral en los pulmones de

los cerdos de cada grupo.

Evaluacion de los linfocitos T DN después de la vacunacion y desafio

con el virus de la enfermedad de Aujeszky
En el timo las células negativas a los marcadores CD4 y CD8, son denominadas

timocitos dobles negativos (DN) los cuales posteriormente maduran a timocitos dobles
positivos (Basson y Zamoyska, 2000; Janeway y cols., 2003; Goldsby y cols., 2004). Pero
fuera del timo la poblacién de linfocitos T DN (CD4-CD8-) esta compuesta en su mayoria
de células portadoras del TCR1 (y8) y TNK. El papel de estas células es alin desconocido
pero se relaciona con la respuesta inmunitaria innata a materiales extrafios, ademas
parecen ser el tipo de células T predominante en ciertos tejidos epiteliales, tales como la
piel y el intestino (Vega-Lépez y cols., 1993; 2001, Vega-Ldopez, 2007). Ademads, en ratones
se ha visto que estas células podrian estar involucradas en la regulacidén de la respuesta
inmunoldgica (Strober y cols., 1996; Zhang y cols., 2001) mediante la produccién de TGF-p,
IL-10 e IL-4. Y como muestran los resultados de esta investigacion, el porcentaje de células
DN fue predominante en todos los tejidos analizados y solo en el BAL y GLCV la cantidad
de células DN del grupo de vacunacién combinada (SC/SC/IN) fue mayor a la cantidad
presente en el grupo de vacunacidn convencional (IM/IM/IM) (figura 15). Esto tal vez se
deba, en el caso del GLCV a la cercania de éstos con la zona de inoculacién SC, detras de la
oreja, y en el BAL porque los animales del grupo de vacunaciéon combinada recibieron una
inmunizacion intranasal y estas células estuvieron en contacto con el antigeno antes del
desafio antigénico por lo cual en el momento del desafio estas células actuaron
rapidamente regulando la respuesta inmunitaria para enfrentar la infeccidn viral evitando
el desarrollo de inflamacién y favoreciendo la respuesta inmunoldgica dada por

anticuerpos, cabe aclarar que esto es solo una suposicidon ya que de estas células se
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desconoce claramente su actividad y por lo mismo es importante seguir estudiando el

papel que desempeiian en la respuesta inmunoldgica del organismo.

En sangre se encontraron niveles altos de estas células en el grupo de inmunizacién
combinada con respecto al control (figura 15), que de acuerdo a Yang y Parkhouse, (1996)
la sangre de cerdos sanos contiene hasta 19% de estas células y nuestro grupo control se
encuentra en el limite, recordando que el grupo control al momento del sacrificio esta
cursando con la infeccién viral. Ademas, en los grupos inmunizados se observan
porcentajes mas altos de estas células en la circulaciéon sanguinea, tal vez debido a las

inmunizaciones parenterales que sufrieron estos cerdos (figura 9 y 10).

También en todas las poblaciones de linfocitos T presentes en los diversos tejidos
analizados se observé una disminucidn en su porcentaje, a comparacion de otros estudios
descriptivos (Delventhal y cols., 1992; Zuckermann y Gaskins, 1996; Yang y Parkhouse,
1997), lo cual tal vez se deba a que existe evidencia clinica de que la infeccién por VEA
natural y experimental es inmunosupresora (Chinsakchai y Molitor, 1992, 1994;
Mettenleiter, 1996). La mayoria de los estudios que mostraron un marcado efecto
inmunosupresor del VEA en las células inmunocompetentes se realizaron in vitro. En un
experimento en el cual se infectaron monocitos de sangre periférica con VEA se observo
gue esto conduce a altos titulos de la progenie viral y la destruccién de las células
infectadas por el virus (Chinsakchai y Molitor, 1992). En otro experimento se tomaron
leucocitos circulantes y de igual manera se infectaron in-vitro con el VEA observandose
una reduccion de linfocitos CD4 y CD8 circulantes (Page y cols., 1992). Por lo mismo, para
este trabajo, se decidid realizar el cultivo de las células obtenidas para ver si se
encontraban efectos inmunosupresores en estas ya que provenian de animales infectados

y probablemente en los cultivos habia la presencia del virus de VEA.

Los datos de la respuesta de linfocitos T especificos contra el VEA obtenidos en esta
investigacidn sugieren que la principal respuesta inmunoldgica mediada por células contra
el virus en el protocolo de vacunacion convencional (IM/IM/IM) se encuentra dada por los

linfocitos T CD8+ y DP, lo cual podria resultar perjudicial en el pulmén ya que traeria
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consigo un alto reclutamiento celular en el sitio de la infeccién provocando un mayor
grado de inflamacién y dafio en los tejidos pulmonares, mientras que en el grupo de
vacunacién combinada (SC/SC/IN) se observé un menor porcentaje de las subpoblaciones
de linfocitos T pulmonares, lo cual podria deberse a que la proteccién en este sitio se
origind desde la vacunacién intranasal, y al momento de la infeccion, estas poblaciones
actuaron rapidamente para evitar la replicacidn viral sin reclutar mas células al sitio de
infeccion evitando el desarrollo de inflamacién. O también podria ser lo opuesto, que la
alta cantidad de células citotdxicas protegeria mejor y su ausencia permitiria una mayor
replicacion viral, de ahi la importancia de realizar pruebas histolégicas o de diseminacién
viral para reforzar las postulaciones que se hacen en este trabajo. Ademas es importante
seguir estudiando el papel de los linfocitos T CD4+ y DN en la respuesta inmunoldgica del
hospedero en la infeccién con el VEA, ya que como se observd en este trabajo son las

células que se encuentran en mayor nimero en los tejidos estudiados.

Este estudio puede ayudar a mejorar los protocolos de vacunacién mucosal tanto en
medicina veterinaria como en medicina humana ya que se demostré que las
inmunizaciones combinadas (sistémica- mucosal) produce una buena respuesta
inmunitaria contra el VEA, al mismo nivel que la vacunacién convencional, sin embargo, es
importante seguir estudiando y desarrollando técnicas que nos permitan evaluar la
respuesta inmunolégica celular, ya que muchas veces la respuesta inmunitaria sérica no
protege a los animales sélo disminuye los signos clinicos de la enfermedad, que como
consecuencia nos admitird producir una respuesta inmunolégica protectora en las

mucosas, que son los sitios de entrada de los patégenos al organismo.
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10. CONCLUSIONES

Tanto el protocolo de vacunacion combinado (SC/SC/IN) como el de vacunacion
convencional (IM/IM/IM) con el virus inactivado de la enfermedad de Aujeszky, inducen
respuestas humorales de 1gG e IgA especificas contra el VEA en cerdos convencionales
destetados, sin embargo, el estudio debe evaluar también los pardmetros patoldgicos

para determinar el grado de proteccién conferido.

Al analizar los datos de la respuesta inmunoldgica mediada por linfocitos T especificos
contra el virus de la enfermedad de Aujeszky se observé un aumento en el porcentaje de
las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ y DP (CD4+CD8+) en el grupo de vacunacién
convencional (IM/IM/IM) lo cual podria provocar un mayor grado de inflamacién y dafo
en los tejidos pulmonares. En contraste, se detectd una disminucién de esas células en el
grupo de vacunacién combinada (SC/SC/IN) lo cual podria deberse a que estas
subpoblaciones actuaron rapidamente, al momento de la infeccion, para evitar la
replicacion viral sin reclutar a mas células al sitio de infeccion evitando el desarrollo de
inflamacién o también podria ser que la respuesta humoral fuera mas efectiva evitando
una infeccion masiva, pero para comprobar esto es importante realizar pruebas
histolégicas para evaluar la presencia de lesiones, consolidaciones, asi como también

evaluar la diseminacion viral en los pulmones de los cerdos de cada grupo.

Ademas es importante seguir estudiando el papel que llevan a cabo los linfocitos T
CD4+ y DN (CD4-CD8-) en la respuesta inmunoldgica del hospedero en la infeccion con el

virus de la enfermedad de Aujeszky.

68



11. ANEXOS

Soluciones.
Solucion salina fisioldgica (SSF)

Cloruro de SOAIO (NACI)......ccviveireeiiieiee ettt et srer e e e e e e e e e s e e sesbabbrasbeereeeessereees 09%
Agua destilada

Solucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2-7.4

Cloruro de SOAio (NAC)....c.cci ettt sttt et e aer et s e s e saesae e en e 137 mM
Cloruro de Potasio (KCI)....o oottt v vt r e s s s s e saeaae e e sae s 2.7 mM
Fosfato de sodio dibasico (NazHPOy)....cceveeeevieieeeeeeeeert e st s 4.3 mM
Fosfato de potasio MonobAsico (KH2POA)......co ittt 1.4 mM

Agua destilada

Amortiguador de lisis de eritrocitos

Cloruro de amonio (NHCH)....c.uo ittt s st st s s s e e 0.14 M
Bicarbonato de potasio (KHCO3)......cucirieireieeiseee et ettt st e s e s aenaens 1 mM
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (C1oH16N208) .. cveereveveeereeeeerereeeeeseersiseseseveneens 0.1 mM

Agua destilada
Medio RPMI-1640 incompleto

RPMI-1640 Medium (con L-glutamina y 25 mM HEPES, sin NaHCOs3) (Sigma-Aldrich® No.

Catalogo RAL30-L1OXLL).ucuieeeeiieeeeeeeeeeeteeteete et eteeteste st st e e e e e e s s aes s aes s aesaesseans 1 frasco
Bicarbonato de SOdio (NAHCO3) ...ttt eer s e sre e sesaeeraes 2g
AZUA DIAESTIlAaUA. ... cie ettt et e sre e r e n s c.b.p. 900 ml

Ajustar pH a 7.2 y esterilizar la solucién por filtracién en membrana de 0.22 um. Realizar
pruebas de esterilidad. Completar a un litro.

Medio RPMI-1640 completo

Glutaming (CsH1gN2O3) i uiieieeie ettt et saesbe e e eesbesbe e essesbesanesneensaens 0.2 mM
Piruvato de sodio (C3H3NAO3) ...ttt sae et e er s e nne e 0.1 mM
Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanol sulfonico (HEPES) (CgH1gN,04S)................ 1mM
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B-mercaptoetanol (HOCHCH2SH) ...ttt eer e ebe s err e eane e 0.1 uM
Gentamicing (Co1HaaN507) e ittt ettt ettt et et st st sre e ss e aaenaens 40 mg/ml
SUEro fetal DOVINO (SFB)...c.ciiueireiece ettt ettt s s eae s aer s 10 %
Medio RPMI-1640 incompleto

Esterilizar la solucién por filtracion en membrana de 0.22 um. Realizar pruebas de
esterilidad.

Solucion con enzima (colagenasa)

Colagenasa tipo IV (Worthington Biochemical Corporation, USA).........cccveveue.. 150 Ul/ml
Medio RPMI-1640 incompleto

Solucion de azul de tripano

FAY U] e L= A g o - [ T TR PP 0.4%
Solucidn salina fisioldgica

Solucion fijadora de p-formaldehido

P-FOrMAldENIAO ..o s st st st st st st st e e e s 1%
Solucidn salina amortiguadora de fosfatos (PBS)

Solucion A de citometria de flujo

Suero normal de cerdo (descomplementado).......ccceveeeeceeeececece e 5%
AZida de SOAIO (NAN3) . ueitiiececte ettt et ettt e ete e er s et b e e s e et sasersaessessenneen 0.1%
Solucioén salina amortiguadora de fosfatos (PBS)

Solucion amortiguadora de carbonatos pH 9.6

Carbonato de sodio (NayCO3) 0.5 M.ttt et et eeeeraes e sresresnees 2.5 ml
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.5 Mu....ceeeiiciieicrieieceeee et eveereesseeesresreeeeesaessens 7.5 ml
Y e {UF: e (1 ] =T - TSRS c.b.p. 100 ml

Solucidn general para la técnica de ELISA IgG pH 8.0

Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) [(HOCH2)3CNH3].....ccovevvivvevrveireieiree e ceeeeeervervennns 50 mM
Cloruro de SOAIO (NACI).....icviveiecriiieceece ettt et st eb e e sbesarens b b aesbaensnannes 0.14 M
Agua destilada
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Solucidn de lavado para la técnica de ELISA IgG

Tris (hidroximetil) aminometano (Tris) [(HOCH2)3CNH]..ooovviviiiiiiie et 50 mM
Cloruro de SO (NAC)....c.ccee ittt et st e v e sttt st es s sae s s aereaes 0.14 M
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026)..vccveeveiveververiereerinreeeeeenee 0.05 %

Agua destilada

Solucién de bloqueo para la técnica de ELISA IgG

Tris (hidroximetil)aminometano (Tris) [(HOCH2)3CNHz]...coveoeviveierieece e 50 mM
Cloruro de SOAIO (NACI).....icouiveiiierriiceecte ettt bt s sbeerrans b b aenbbensnannes 0.14 M
AlbUmina SErica boVING (BSA)......c.oceeeieieeeiettet ettt r st esr e s e ee e eaestesteesresaesnnnans 1%

Agua destilada

Solucion de diluciéon para la técnica de ELISA IgG

Tris (hidroximetil) aminometano (Tris) [(HOCH2)3CNH]...covvvvvvveriirice e, 50 mM
Cloruro de SOAIO (NACI).....cuceueieieeieeierier sttt s e e sre e ste st sae st stesaesae s e saensansns 0.14 M
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026).veeveceeveieceeeeeeerveieeen, 0.05 %
AlbUmMina SErica BOVING (BSA).......ooeeeieieeieietetiette e s et et ss e e s s s eseseeseetesaeesaesaesnnnnns 1%

Agua destilada

Solucién amortiguadora de citratos pH 5.0

Citrato de sodio dihidratado (CeH5Naz07:2 HyO)uveveeveeeiiiiceieirvcreeeee v 0.02 M

Acido citrico monohidratado (CgHg07.Ha0)....vveiumeeeeeireeeee e tes e seeeeveseeesee s esesesenanens 0.01 M

Agua destilada

Soluciéon de 3,3°,5, 5'-tetrametilbenzidina

3,3°,5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB) (C16H20N2)ucuucrviriveiveieeiiirce ettt 1 mg/ml
Dimetilsulféxido (DMSO) (CH3SOCH3)

Mantener a -20°C

Solucion de revelado para la técnica de ELISA IgG

3,3’,5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB) (C16H20N2) [1 ME/MI].cvivivinicieieieiee e 1 ml
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Perdxido de hidrogeno (H03) (30%6)...uccuiieeireciieeerieiieeecee e eeeeeeerverieee e sresneeerees e seens 2 ul
Solucion amortiguadora de Citratos PH 5.0.....cccceeiiiieeicieerreee e 10 ml
Solucién de paro para la técnica de ELISA IgG

ACIAO SUIFUTICO (H2S0) . vuveriereeriees s es s tes s ses s s st essess st st st ass st ensans s et sssessesssssesees 2M
Agua destilada

Solucidn general para la técnica de ELISA IgA (PBS-Tween) pH 7.4

Cloruro de SOAio (NAC)....cucci ettt sttt et et aer et s e s e eaesae e s e 137 mM
Cloruro de Potasio (KCI)....o ettt v et e r et e s s s e s eae e e eae s 2.7 mM
Fosfato de sodio dibasico (NasHPOL)....ccuviiiriiiieiiriiteeceecte et ettt sre v e eeraens 4.3 mM
Fosfato de potasio MonobAsiCO (KH2POA)......co it e e 1.4 mM
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026).c.vcvvivviiceieeireieieeervevinennn 0.05 %

Agua destilada

Solucién amortiguadora de dietanolamina

Dietanolaming (C4H1INO:) . ettt st st e r b e ere e 1mM
Cloruro de magnesio (MgCI3) 0.5 M.ttt e e sans 1ml
AZUA AESTIlada.....e et s st er et e ereene c.b.p. 1000 ml

Solucién stock de p-nitrofenil fosfato (PNPP)

P-NItrofenilfosfato (PNPP).......c.co oottt ettt s e a b e et s e s 1g/10 ml
Solucién amortiguadora de dietanolamina

Mantener a -20°C

Solucion de revelado para la técnica de ELISA IgA

p-nitrofenilfosfato (PNPP) [18/10 Ml Joucvuiiirieeie ettt r e e 100 pl
Solucidn amortiguadora de dietanolaming.........cvceeeereececeeeeenreeeee e e e 10 ml
Solucién de paro para la técnica de ELISA IgA

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (C1oH16N208) .. wetreveveereeeeeereeeeeeeersresesereneens 0.5 M

Agua destilada
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