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RESUMEN

El Sindrome de adelgazamiento multisistémico post-destete (PMWS) esta
asociado al circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) que afecta a los cerdos de transicién
y engorda. En general se caracteriza por retraso en el crecimiento corporal,
palidez, dificultad respiratoria, diarrea, ictericia y, finalmente, la muerte. Las
lesiones microscopicas caracteristicas estan en los tejidos linfoides; se observa
deplecion de los foliculos linfoides y de la region peri-folicular del tejido linfoide,
con infiltracion de macréfagos en las areas vacias de linfocitos. Uno de los efectos
mas notables es la presencia de una linfopenia que involucra a ambas poblaciones
de linfocitos (T y B). El objetivo de este trabajo fue determinar si la capacidad
proliferativa de los linfocitos periféricos se ve afectada en cerdos con signos
clinicos de PMWS. Para esto se utilizaron 29 lechones sintomaticos de PMWS que
provenian de una granja comercial del Estado de Hidalgo y, como control
negativo, se utilizaron 10 animales de una granja ubicada en Huixquilucan, en la
que ademas, es importante sefialar, nunca se han detectado animales con signos
clinicos de PMWS. Los linfocitos fueron aislados de muestras de sangre periférica
y fueron sembrados en una microplaca de 96 pozos, donde fueron estimulados
con Concanavalina A (Con A), nitrogeno de Phytolaca americana (PWM) y
lipopolisacaridos (LPS). Tanto en los cerdos sanos como en los sintométicos
siempre se obtuvo respuesta independientemente del mitégeno utilizado,
asimismo, en todos los casos la respuesta a la estimulacion produjo valores
superiores en los cerdos sanos que en los sintomaticos. Los valores obtenidos con
Con A fueron adecuados (0.414 UA para cerdos sanos y 0.119 UA para los
sintomaticos), mientras que con LPS y PWM los valores obtenidos fueron
relativamente bajos, este hecho se debe interpretar en base al hecho de que en
este ensayo cada 0.01 UA equivale a 12,000 células aproximadamente. El valor
mas bajo se obtuvo al estimular con LPS por lo que se puede sefalar que los
linfocitos B fueron las células con la menor respuesta. Al realizar el conteo de
leucocitos; se encontrd6 en los cerdos sanos un valor promedio de 23,090
células/ul, mientras que en los cerdos sintomaticos fue de 28,940 células/ul, por lo
gue se corrobor6 que los cerdos clinicamente afectados presentan un aumento en
el numero de leucocitos en sangre periférica. A pesar de todo, resulta un tanto
incierto sefalar que el aumento en el nimero de leucocitos es un signo clinico
importante de la PMWS por el rango tan amplio que normalmente muestran los
cerdos clinicamente sanos. Con el fin de explicar los resultados encontrados en
este trabajo, se pueden sefalar dos eventos que estan ocurriendo en los cerdos
sintomaticos; por un lado, un menor numero de linfocitos T y B en sangre
periférica, aunado a una disminucion en la sensibilidad para responder a los
mitdégenos (en especial de los linfocitos B) y, por otra parte, un aumento de células
del linaje monocitos/macréfagos en sangre periférica. El PMWS representa un
problema importante en la produccién porcina de nuestro pais, por lo que sera
necesario realizar mas estudios que permitan alcanzar un conocimiento mas
amplio de los multiples aspectos que conforman a este sindrome.



INTRODUCCION

En 1991, el Dr. John Harding y un patélogo, el Dr. Edward Clark, detectaron una
enfermedad muy curiosa en una granja del Oeste del Canada. Esta enfermedad
se caracterizaba por un incremento en el nimero de cerdos retrasados en el
crecimiento y de la mortalidad en la etapa post-destete, junto con lesiones
microscopicas especificas del sistema linfoide. Su interés investigador les permitié
presentar en 1996 una nueva enfermedad que, desde un punto de vista clinico-
patoldgico, bautizaron como sindrome multisistémico del desmedro post-destete
(del inglés, postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) (Sanchez-
Vizcaino 2003).

El primer caso de PMWS fue diagnosticado en Espafa en 1997, desde entonces,
el nimero de casos ha ido aumentando. Es una enfermedad que afecta a
lechones en la fase de post-destete de 5 a 12 semanas de edad caracterizandose
por pérdida de condicidon corporal y por una mortalidad elevada de los animales
afectados (Morilla 2004).

El debilitamiento o desmedro es un signo importante, asi como la palidez cutanea,
respiracion dificultosa, diarrea y a veces ictericia (Quintana 2001, Segalés 2002).
Las lesiones macroscopicas observadas en cerdos con PMWS pueden ser
bastante variables y, desafortunadamente, no son suficientes para realizar un
diagnéstico. Como un acuerdo general, el diagnostico final del PMWS se
establece en base a tres criterios:

1.- Presencia de un cuadro clinico compatible con PMWS.

2.- Presencia de lesiones histopatoldgicas caracteristicas.

3.- Deteccion del PCV2 dentro de las lesiones de los tejidos afectados (Morilla
2004).



En la necropsia, las lesiones mas notables son los pulmones edematizados no
colapsados y el aumento de tamafio de los linfonodos (principalmente inguinal
superficial, mandibular, mesentéricos y mediastinicos). En una pequefa
proporcion, los linfonodos pueden presentar areas focales de necrosis que son
visibles macroscopicamente (Quintana 2001, Segalés 2002, Perfumo 2003). El
aumento en el tamafio de los linfonodos es probablemente una de las
caracteristicas mas tempranas de los cerdos afectados por PMWS. Sin embargo
estas lesiones no estan siempre presentes y no pueden usarse como el Unico

marcador de PMWS en una granja (Morilla 2004).

Se han descrito lesiones hepaticas como infiltracién inflamatoria linfocitica-
histiocitica en zonas portales y necrosis aislada de hepatocitos. Asi como;
infiltrado inflamatorio linfohistiocitico en rifiébn, pancreas, intestino y miocardio
(Morilla 2004).

Las lesiones microscopicas mas caracteristicas de PMWS estan localizadas en los
tejidos linfoides. Se observa una deplecion de los foliculos linfoides y de la region
peri-folicular del tejido linfoide, con infiltrados de macrofagos en las areas vacias
de linfocitos. Otro hallazgo clave es la presencia de inclusiones citoplasmatica
basdfilas, esféricas y claramente demarcadas en las células histiociticas (Morilla
2004).

El PCV2 es un factor causal necesario en el PMWS, pero no es suficiente. Puede
tomar ventaja de circunstancias sinérgicas especificas presentes en ciertas
granjas o bien en ciertos cerdos individuales. Ese momento concreto le permite
proliferar masivamente y entonces dar lugar a la enfermedad. El PMWS parece
afectar a un numero relativamente limitado de granjas y so6lo a algunos cerdos
dentro de la granja. En las granjas con PMWS pueden encontrarse otras
infecciones o enfermedades, pero es dificil establecer una relacion directa con el
sindrome. Entre ellas estan la enfermedad de Aujeszky (pseudorrabia), el
sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), la enfermedad de Glasser, la

meningitis estreptococica, la salmonelosis, la colibacilosis postdestete, la diarrea



inespecifica, la hepatosis dietética y la bronconeumonia supurativa. La edad critica
de los cerdos para manifestar el PMWS es de 8 a 13 semanas, aunque pueden
presentarse signos clinicos y muertes fuera de estos limites (Sanchez-Vizcaino
2003).

El virus del circovirus porcino (PCV) se reconociéo por primera vez como un
contaminante no citopatico de la linea celular de rifién de cerdo PK-15 (Segalés
2002). En la actualidad, el Circovirus porcino tipo 2 (PCV2) se considera un
importante patégeno emergente asociado a un numero de diferentes sindromes y
enfermedades en los cerdos. Dos tipos de PCV se han caracterizado, el Circovirus
tipo 1 (PCV1) que fue descrito como un contaminante de la linea celular PK-15 vy el
Circovirus tipo 2 (PCV2) que es identificado como un virulento patégeno porcino

antigénica y genéticamente distinto (Chun 2008).

El PCV2 se considera un virus ubicuo, de manera que ha sido hallado en cerdos
de todos los paises del mundo donde se ha buscado. En relacion a la distribucion
de la circovirosis porcina, dado que el virus se encuentra en todo el mundo, podria
también tener una distribucion mundial. Y ello, desde el punto de vista geogréafico
es cierto ya que se ha descrito la enfermedad en todos los continentes. No
obstante, existen paises donde el proceso clinico no ha sido descrito aun, ya sea
porque efectivamente no se encuentra (ello implicaria que su busqueda proactiva
ha dado resultados negativos) o bien porque no se ha estudiado (Sanchez-
Vizcaino 2003).

El PCV2 es un virus pequefio no envuelto e icosahédrico, de aproximadamente 15
a 16 nm de didmetro, miembro de la familia Circoviridae, género Circovirus
(Segales 2002). EI PCV tiene un genoma circular de ADN de cadena simple que
contiene dos marcos de lectura abierta (ORF). EI ORF1 que codifica proteinas
asociadas a la replicacion viral y ORF2 que codifica para las proteinas

estructurales principales (Chun 2008).



Inmunosupresion en PMWS

Uno de los efectos mas notables del PCV-2 sobre el sistema inmune es la
presencia de una linfopenia que involucra a ambas poblaciones de linfocitos (T y
B). Sin embargo, es importante notar que dicha linfopenia s6lo se desarrolla del
dia 7 al 28 post-infeccion (pi), alcanzando su maximo alrededor del dia 14 (pi). De
tal forma que la linfopenia no es suficiente para explicar el estado de
inmunosupresion en el que suelen caer los animales infectados (Rodriguez 2009,
Schwarts 2004).

Las lesiones microscoépicas que han sido descritas en tejidos linfoides en cerdos
afectados severamente por PMWS, incluyen la deplecion de linfocitos con pérdida
de foliculos linfoides (principalmente areas dependientes de linfocitos B), ademas
de que el numero de células también se ve reducida en las areas foliculares
dependientes de linfocitos T. En esta etapa también hay infiltracion de macréfagos
y células gigantes multinucleadas. En estadios avanzados hay atrofia de 6rganos
linfoides, principalmente en los nddulos linfaticos, que coincide microscopicamente
con una deplecion generalizada de las células linfoides. Zonas antes ocupadas por
foliculos linfoides se encuentran vacias, en su lugar hay un infiltrado de
macrofagos y a menudo muestran gran cantidad de cuerpos de inclusién

intracitoplasmaticos (Segalés 2004).

Una cantidad muy alta de acido nucleico de PCV2 y proteinas virales (antigenos)
suelen estar presentes dentro de las lesiones histopatoldgicas. Se ha mostrado
gue células del sistema inmune, (células mononucleares, macréfagos y células
presentadoras de antigeno) presentan en su citoplasma y, esporadicamente,
dentro de sus nucleos PCV2 (Segalés 2004).

Las células diana de la infeccion por circovirus porcino tipo 2 (PCV2) parecen ser
los monaocitos, los macrofagos y las células dendriticas. No obstante, estas células

no son los lugares preferidos para la replicacion viral masiva; se considera mas



probable que las principales células que soportan la replicacién viral sean las
células endoteliales, epiteliales y células en division. No obstante la infeccion de
los macréfagos y de las células dendriticas es el factor clave que aparentemente
determina el curso de los procesos de enfermedad inducidos por PCV2 (Kenneth
2008).

Esta presencia anormal y prolongada del virus en las células dendriticas
constituye un problema importante para el sistema inmune, debido al papel critico
que desempeiian dichas células como piezas centrales en el desarrollo y
regulacion de la defensa inmunitaria. Por un lado, las células dendriticas son
importantes para la defensa inmune innata, en su papel de vigilantes de las
superficies mucosas del hospedador. Donde pueden responder a los patdégenos,
alérgenos y otras “senales de peligro”, que podrian suponer una amenaza para el
huésped. Ademas, las células dendriticas controlan el desarrollo de respuestas
antigeno-especificas, que ofrecen al hospedador proteccion prolongada contra un
patébgeno en concreto, como ocurre después de una vacunacion eficaz. Por esta
altima razoén, se alude a ellas como células presentadoras de antigeno
“profesionales”. Dichas células también estan implicadas en el control de la

supervivencia y el funcionamiento de los linfocitos en el cuerpo (Kenneth 2008).

Cuando los patégenos modifican la funcidén de las células dendriticas, se da lugar
a que el reconocimiento del “peligro” este alterado. Esto debilita la defensa inicial
contra el ataque de patdgenos, asi como la capacidad de las células dendriticas
para controlar actividades inmunoldgicas. La interferencia con éstas ultimas
conducira a respuestas inflamatorias excesivas, sobreactivacion de linfocitos o
alteracion de la homeostasis. Por las razones descritas, la presencia de PCV2 en
las células dendriticas supone una amenaza a la capacidad del huésped a la
respuesta y resistencia ante muchos patogenos, asi como ante otros “peligros” a
los que se enfrenta regularmente. Ademas, todos los animales infectados con
PCV2 presentan antigenos virales en macrofagos y células dendriticas, células

que a pesar de la infeccion permanecen viables, lo que implica una persistencia



del virus en estas células, asi como en el huésped en general (Darwich 2004,
Rosell 1999).

El PCV2 no induce la muerte celular en las células dendriticas que infecta, ni
tampoco en los linfocitos asociados (Vicent 2003). De acuerdo con esto, la
linfopenia observada in vivo probablemente sea un efecto indirecto de la infeccion
por PCV2. Por inferencia respecto a otros virus monocitotropicos, esta asociacion
de PCV2 con células monociticas podria explicar la leucopenia, debido a una
emision de sefales aberrantes que parte de las células infectadas y que interfiere
con la homeostasis. Sin embargo, la presencia del virus en las células dendriticas
no perjudica su interaccién inmunobiolégica con los linfocitos (Vincent 2005); no
obstante, el mantenimiento de cantidades relativamente altas de antigeno de
PCV2 y ADN viral en dichas estructuras, y la retencion de PCV2 infeccioso

durante varias semanas no puede dejar de tener consecuencias (Kenneth 2008).

Las lesiones histopatolégicas mencionadas se han caracterizado mediante
métodos inmunohistoquimicos. Estas lesiones consisten en reduccion o pérdida
de las células B, disminucién de los linfocitos T, aumento de los macr6fagos,
pérdida parcial y redistribucién de las células presentadoras de antigeno a través
de los tejidos linfoides. La severidad de estos cambios fueron fuertemente
correlacionados con la gravedad de las lesiones histologicas de PMWS y la mayor

cantidad de antigeno y/o acido nucleico de PCV2 (Segalés 2004).

El mecanismo por el cual se produce la deplecion linfoide en PMWS no ha sido
aclarado todavia. Se ha sugerido que la deplecion de linfocitos se puede producir
por una via indirecta en la que la apoptosis, el desequilibrio de citocinas y la
alteracion de las vias de migracion pueden estar implicados. Esta hipotesis
proviene del hecho de que un bajo nimero de linfocitos estan infectados por el
PCV2 cuando se mide mediante hibridacion in situ o por inmunohistoquimica,
mientras que un elevado niumero de apoptosis de linfocitos B se observan en los

tejidos linfoides de cerdos afectados gravemente por PMWS (Segalés 2004).



Estimulacion blastica o Ensayos de proliferacion

La estimulacion blastica o ensayo de proliferacion es actualmente una de las
técnicas mas precisas y difundidas para el estudio de la capacidad de estimulacion
especifica e inespecifica de los linfocitos in vitro. Esta técnica se basa en la
capacidad que los linfocitos tienen para responder frente a un antigeno (respuesta
especifica) que por vacunacion o por sufrir una infeccion, ha inducido linfocitos de
memoria. Estos linfocitos al estar nuevamente en contacto con el antigeno inducen
una transformacion blastica. Esta estimulacién blastica también puede ser
inducida de forma inespecifica gracias a la capacidad de los linfocitos para
reaccionar con diferentes tipos de lectinas o mitdgenos. Las lectinas inducen una
estimulacién blastica de tipo inespecifico tanto en los linfocitos B como en los T
(Hernandez 2007).

Lectinas

Son sustancias de caracter proteico derivadas de plantas y bacterias. Actlan a
través de los determinantes de hidratos de carbono de la membrana celular de los
linfocitos produciéndoles un fendmeno de activacion linfocitica (division de los
linfocitos). EI método de la blastogénesis consiste en cultivar los linfocitos de un
animal junto con antigenos conocidos y con varios mitdgenos, que se utilizan
como control de la inmunoproliferacion (estimulacion no especifica). La
transformacion blastica especifica se mide por la capacidad que tiene el antigeno

de inducir inmunoproliferacién (Coligan 2005).

Las lectinas se encuentran distribuidas en la naturaleza, en diferentes organismos
como: hongos, animales y plantas. En las plantas, la mayoria de estas moléculas
estan presentes en los cotiledones y endospermos de las semillas y constituyen
de 2 a 10% del total de proteina (Hernandez 1999). Se sugiere que dentro de la

planta, estas proteinas pueden tener diferentes funciones como: regulacion
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fisiolégica, defensa mecanica contra el ataque de microorganismos,
almacenamiento de proteinas, transporte de carbohidratos, estimulacion
mitogénica, reconocimiento de las bacterias fijadoras de nitrégeno del género
Rhizobium y otras mas (Pusztai 1991).

La gran importancia de las lectinas se debe fundamentalmente a sus propiedades
biolégicas: interaccion con grupos sanguineos especificos, aglutinaciéon de
linfocitos, eritrocitos, espermatozoides, plaquetas, bacterias, células tumorales e
induccion de mitosis en el linfocito (Sharon 2004, Sumner 1989). Algunas de sus
aplicaciones son: analisis de funciones linfoproliferativas y citotdxicas en células
mononucleares causadas por algunas drogas, deteccién de anormalidades
cromosomicas, como marcadores fluorescentes para estudiar cambios
estructurales en los glicoconjugados presentes en las superficies celulares y la
deteccion de transformaciones malignas en las células, entre otras (Hernandez
1999).

Las mas conocidas son: Fitohemaglutina (PHA) y Concanavalina A (Con A) que
estimulan a los linfocitos T, los lipopolisacaridos (LPS) que estimulan a los
linfocitos B y la lectina de Phytolacca americana (PWM) que estimula a ambas

poblaciones linfocitarias (Coligan 2005).

La concanavalina A (Con A) es una proteina globular de origen vegetal, se obtiene
a partir del frijol Canavalia ensiformis, su contenido varia entre 1 y 3% de su peso.
Debido a sus propiedades bioguimicas, la Con A fue clasificada en 1936 como una
lectina. (Sharon 2004). Los estudios realizados demuestran que la Con A es un
excelente inductor de mitosis para los linfocitos T. (Sharon 1995)

El lipopolisacarido (LPS) o endotoxina es el mayor componente de la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, desempefia una funcion importante en la
activacion del sistema inmune al constituir el antigeno superficial mas importante
de este tipo de bacterias. El LPS contiene tanto lipidos como hidratos de carbono

estad compuesto por tres partes: una region de lipido A que contiene dos derivados



del azucar glucosamina, que es a menudo toxico, un polisacarido central
denominado core, unido al lipido A y un tercero, una cadena lateral O 6 antigeno
O la cual varia su composicion segun la cepa bacteriana, lo que hace de esta
molécula uno de los factores de virulencia mas complejos de comprender (Sharon
1995).

A partir de la raiz de la Phytolacca americana han sido purificados cinco
mitdgenos designados de Pa-1 a Pa-5. A la fecha, solo Pa-1 ha sido descrito como
mitégeno para los linfocitos B y T murinos; los otros mitégenos (Pa-2 a Pa-5) solo
tienen actividad sobre las células T. Se ha encontrado que los linfocitos B murinos
tienen mas receptores para el mitdgeno Pa-1 que para Pa-2, mientras que las
células T murinas tienen mas receptores para Pa-2 que para Pa-1 (Yokoyama
1976).

Los linfocitos se encuentran diseminados por todo el organismo, constituyen una
mezcla diversa de poblaciones celulares, cada una con propiedades y funciones
caracteristicas, se les reconoce de acuerdo con las proteinas presentes en su
superficie, este patron de expresion representa su inmunofenotipo. Cada proteina
suele tener varios nombres comunes y una denominacion especifica (CD: cluster
of differentiation). Hoy en dia se conocen més de 166 de estas moléculas y cada
una se designa con un numero; por ejemplo, CD4, CD8, CD16 y asi

sucesivamente (Tizard 2009).

Los linfocitos son pequefias células redondeadas que se encuentran en la sangre
y en 6érganos linfoides como: timo, nodos linfaticos y bazo. En general las células T
representan hasta un 80% de los linfocitos en sangre periférica. Las células B, se
originan en la médula ésea, aunque maduran en las placas de Peyer o en la
propia médula ésea antes de emigrar a los 6rganos linfoides secundarios y sélo
una pequeia fraccion de las células sanguineas son B. Algunos linfocitos
pertenecen a una tercera poblacidon denominada células asesinas naturales (NK),
son grandes con citoplasma abundante y granulos citoplasmicos, y estan
involucradas en la respuesta innata contra virus y bacterias intracelulares (Tizard
2009).
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El CD3 es un complejo de proteinas que estan conformando al receptor de las
células T (TCR). Su funcion es generar una sefial del receptor hacia el interior de
la célula cuando el TCR se une a un antigeno. Por lo tanto, todos los linfocitos T
portan CD3 en su superficie. Por otra parte, CD4, solo existe en las células T que
reconocen antigenos exoégenos procesados, es decir, en los linfocitos T
cooperadores, y actia como un receptor para las moléculas MHC clase |II.
Mientras que CD8 sélo se encuentra en las células T que atacan y matan células
alteradas o anormales, esto es, en los linfocitos T citotdéxicos. EI CD8 es un
receptor para moléculas MHC clase | y es necesario para reconocer antigenos

enddgenos procesados (Tizard 2009).
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar si la capacidad proliferativa de los linfocitos periféricos se ve afectada
en cerdos con signos clinicos de sindrome de emaciacion multisistémica
postdestete (PMWS).

Objetivos particulares:

a. Evaluar la capacidad de proliferacion de los linfocitos periféricos al ser

estimulados con tres diferentes mitégenos.

b. Determinar la poblacion linfocitaria mas afectada de acuerdo con su respuesta

a los mitégenos utilizados.

c. Determinar el nimero de linfocitos sanguineos presentes en los animales

evaluados.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y recoleccién de muestras

Se utilizaron 29 animales con signos clinicos de PMWS que provenian de una
granja comercial del Estado de Hidalgo. Como control negativo se usaron 10
animales de una granja ubicada en Huixquilucan, Estado de México, que forma
parte de un sistema de produccién en el cual funciona como sitio 2 y de acuerdo
con el médico veterinario responsable nunca se han detectado animales con
signos clinicos de PMWS. La edad de los animales sanos y sintomaticos fluctuo
entre los 30 y los 50 dias. Se recolectaron 5 ml de sangre por cerdo en tubos

estériles con EDTA.

Purificacion de linfocitos

Se mezclaron 5 ml de sangre completa con una cantidad igual del medio de cultivo
RPMI 1640 suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB). Esta mezcla se
colocé con mucho cuidado sobre 5 ml de Ficoll (Histopaque, Sigma) (Figura 1) y

se centrifugd a 1,750 rpm durante 30 minutos.

Figura 1. Muestra de sangre adicionada con RPMI al 5% sobre cinco mililitros
de Ficoll.

Utilizando una pipeta Pasteur se retir la fase intermedia, esta maniobra se debe

realizar con mucho cuidado con el fin de evitar que se mezclen las capas (Figura
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2-A). En la fase intermedia se encuentran las células sanguineas mononucleares
periféricas (CSMP, linfocitos y monocitos), las cuales fueron transferidas a un tubo
Falcon de 15 ml estéril (Figura 2-B), al cual se le agregdé un volumen igual al
recuperado de RPMI 1640 suplementado con 5% de (SFB), el tubo se centrifugo a
1,250 rpm durante diez minutos (Figura 2-C).

Figura 2. A) Muestra de sangre donde se observa con claridad la fase
intermedia. B) Recuperacion de células sanguineas mononucleares. C) Linea de

sedimento de células sanguineas mononucleares.

De manera accidental se pueden acarrear eritrocitos al momento de retirar la fase
intermedia, para garantizar la eliminacion total de estos eritrocitos se adicionaron 5
ml de buffer de lisis (NH4Cl 160 mM; Tris 170 mM), la suspension fue incubada a
temperatura ambiente por 10 minutos. Después se agregaron 9 ml de RPMI 1640
suplementado con 10% de SFB, se agité cuidadosamente y se centrifugd a 1,250
rpm por 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y las células obtenidas fueron
resuspendidas en 2 ml de RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB.

Una vez obtenidos los linfocitos se procedio a verificar su viabilidad, para ello; se
tomo una gota de la suspension de CSMP se mezcl6é con una gota de azul tripan
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al 0.5% y se contaron 100 células en un hemocitometro, la viabilidad siempre fue

mayor al 95%.

Conteo de linfocitos

Una vez obtenidos los linfocitos se realizo una dilucion 1:3 con RPMI. Para realizar
el conteo se utiliz6 una camara Neubauer que se llené por capilaridad con la
dilucién obtenida y se visualizaron en un microscopio éptico. So6lo se contaron las
células presentes en los cuatro cuadros de las esquinas y en el cuadro central, se
obtuvo el valor promedio y se multiplicé por 10%, el valor obtenido es el nimero de
células por mililitro. Posteriormente se realizé la estandarizacién del contenido de

células a 2x10° /ml.

Ensayos de Proliferacion

Estos ensayos se realizaron por triplicado en una placa de 96 pozos, para ello se
depositaron 50 pl de la suspension de células (2 x 10° células/ml) en cada uno de
los pozos. Después se agregaron 50 ul de cada uno de los siguientes mitdbgenos:
Concanavalina A (Con A), Mitégeno de Phytolacca americana (PWM) y Lipo-
polisacéridos (LPS). Adicionalmente, se colocé una cuarta hilera de pozos que
corresponde al grupo control y a los cuales sélo se agregé RPMI 1640. Los tres
mitdégenos fueron usados a la concentracion de 10 mg /ml. La placa fue incubada
por 72 horas a 37° C en una atmosfera de CO; al 5%. Al cumplirse las 72 horas,
se agregaron 10 pl del reactivo MTT (thiazolyl blue tetrazolium bromide, Sigma) a
una concentracion de 6 mg/ml en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
SFB y se realiz6 una incubacion adicional de 4 horas. Posteriormente, se retir6 el
contenido completo de cada uno de los pozos, se agregaron 100 ul de DMSO
(Dimetil Sulfoxido, amresco) y se incubd por 15 minutos en un lugar protegido de
la luz. Finalmente, se realiz6 la lectura en un espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 570 nm. Los valores de las respuestas obtenidas con los linfocitos
estimulados y los no estimulados estan en unidades de absorbancia. Todos los
ensayos fueron realizados por triplicado y se obtuvo el promedio de cada uno de
los animales estudiados y, posteriormente, el promedio general de ambos grupos
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(sanos y sintomaticos) para cada uno de los mitdbgenos. Con cada muestra se
manejo un pozo control en el cual los linfocitos no fueron estimulados con ningun

mitdgeno (Figura 3).
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Figura 3. Distribucibn de muestras y de los diferentes mitbgenos en una
microplaca de 96 pozos. Los numeros en blanco colocados sobre la placa se
refieren a la distribucion que tuvieron las muestras de sangre de los animales

estudiados.

Conteo de gl6bulos blancos totales

Para realizar este conteo utilizamos una muestra de sangre sin coagular
proveniente directamente del paciente, en nuestro caso fueron cerdos sanos y
cerdos con sintomas clinicos de PMWS. Para realizar el conteo se mezclaron en
un tubo Eppendorf de 1.5 ml 10 ul de sangre con 190 pl de acido acético glacial al
2% (Figura 4), asi las muestras se manejaron a una dilucion de 1:20 (Voigt 2003).

Figura 4. Aplicacion de Acido Acético Glacial a la muestra de sangre.
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Para el conteo de los glébulos blancos se depositaron 10 ul de dicha dilucion en la
camara de Neubauer y soOlo se contaron las células presentes en los cuadros de
las esquinas (Voigt 2003).

Figura 5. Camara de Neubauer en la que se muestran las areas que se utilizaron
para realizar el conteo de glébulos blancos. A partir de la muestra de sangre se
realiza una dilucién 1:20 en la que se realiza el conteo de los leucocitos presentes

tomando en consideracion solo las areas cuadradas de las esquinas.

El computo de los resultados obtenidos se realizé por la técnica Unopette de 1:20,
el recuento se efectué en 4mm? (x1/4%), el espacio entre la cubierta de cristal y la
camara es de 0.1 mm (x 10°), y el factor de dilucién es de 1:20 (x20°). Utilizando la

siguiente formula:

N° de nudcleos x n° de cuadros x profundidad de la camara x dilucion (Voigt
2003).
N° de nlcleos x (1/4%x 10° x 20°) =
N° total de nucleos x (10 x 20)=
4

Por Ejemplo:
146 x (1/4 x 10 x 20)

146 x 50 = 7, 300 GB/mm?
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Analisis estadistico

Se obtuvieron los valores promedios de las lecturas realizadas como producto del
estimulo dado con los diferentes mitdgenos tanto para los animales con signos
clinicos de PMWS como con los animales clinicamente sanos. Con los valores
promedio se realiz0 la prueba t de Student con el fin de determinar si las
diferencias encontradas son estadisticamente significativas (Johnson 2008,
Walpole 2002).
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Resultados

Proliferacion con mitégenos inespecificos

Con el fin de evaluar la capacidad de proliferacion de los linfocitos periféricos, las
células obtenidas de las muestras de sangre, fueron aisladas y estimuladas con
tres mitdgenos inespecificos (Con A, PWM y LPS). Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 1.

Por otra parte, también se procesaron 10 muestras de animales sanos y de
edades correspondientes (30-50 dias), estos linfocitos fueron procesados y
estimulados de la misma manera y los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 2.

Respuesta obtenida a la estimulacién con mitégenos inespecificos

De manera general podemos comentar que la respuesta a los mitégenos
inespecificos fue menor en los lechones con sintomas de PMWS, en comparacion
con los lechones clinicamente sanos. A pesar de que la respuesta de los animales
sintoméaticos fue baja si fue posible detectar la presencia de proliferacion de los
linfocitos periféricos como respuesta al estimulo con las lectinas utilizadas.

El valor de la respuesta de los linfocitos a la estimulacion (valor anotado en las
tablas 1 y 2) resulta de la diferencia entre el valor promedio obtenido con los
mitogenos inespecificos y el valor promedio de los linfocitos no estimulados (pozos

control).
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Tabla 1. Valores de proliferacion obtenidos de linfocitos estimulados con

mitdgenos inespecificos en cerdos sintomaticos de PMWS

Lechén Con A LPS PWM
1 0.001 0.011 -0.008
2 -0.012 -0.012 0.000
3 0.046 0.012 0.006
4 0.003 0.009 0.020
5 0.012 0.002 -0.006
6 -0.002 0.001 0.006
7 0.006 0.016 0.006
8 -0.001 -0.005 0.011
9 0.041 0.021 0.022
10 0.003 0.009 0.020
11 0.012 0.002 -0.006
12 0.016 0.016 0.013
13 0.003 0.003 0.024
14 0.011 0.003 0.001
15 -0.027 0.023 0.146
16 0.019 0.009 0.003
17 -0.001 -0.002 0.004
18 -0.016 -0.012 0.104
19 0.014 0.010 0.033
20 0.033 0.006 -0.008
21 0.041 0.000 0.006
22 -0.021 -0.025 -0.021
23 0.039 0.012 0.033
24 1.889 0.030 0.036
25 1.220 0.089 -0.002
26 -0.062 -0.072 -0.061
27 0.015 0.013 0.002
28 0.167 0.249 -0.012
29 0.003 -0.002 -0.006

Promedio + DS 0.119+0.4 0.013 +0.03 0.014 £ 0.05




Tabla 2. Valores de proliferacion obtenidos de linfocitos estimulados con

mitdgenos inespecificos en cerdos sanos.

Lechén Con A LPS PWM
1 0.041 0.021 0.022
2 -0.001 -0.002 0.004
3 -0.016 -0.012 0.104
4 0.014 0.010 0.033
5 0.041 0.000 0.006
6 0.414 0.041 0.066
7 2.280 0.014 0.017
8 0.041 0.021 0.022
9 0.748 0.285 0.329
10 0.576 0.031 0.055
Promedio + 0.414 + 0.7 0.041 +0.08 | 0.066 + 0.09

Respuesta a Concanavalina A (Con A)

La respuesta de los cerdos sanos se caracterizd por que en todas las muestras
analizadas hubo una proliferacion notoria, se puede apreciar que los valores son
los mayores en comparaciéon con los obtenidos con los otros mitégenos de tal
suerte que se obtuvo un valor promedio de 0.414 UA. Por su parte, la respuesta
de los cerdos sintomaticos también fue adecuada y con valores importantes,
obteniendo un valor promedio de 0.119 UA.

Al comparar la respuesta a la estimulacion con Con A de los linfocitos periféricos
de cerdos sanos y sintomaticos, se encontrd una diferencia de 0.295 UA a favor
de los animales sanos, lo cual indica una menor tasa de proliferacion en los cerdos

sintomaticos.

Respuesta a los lipopolisacaridos (LPS)

Se puede apreciar que en ambos grupos de animales (sanos y sintomaticos) la
respuesta inducida produjo valores bajos, a pesar de ser un mitégeno importante,

de tal manera que la respuesta fue menor en comparacion con los otros
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mitégenos. En los animales sanos se obtuvo un valor promedio de 0.041 UA,
mientras que en los animales sintoméaticos fue de 0.013 UA.

La diferencia encontrada entre ambos grupos fue de 0.028 UA, el cual es el valor
mas bajo obtenido con los mitdégenos utilizados. Es importante mencionar que
aunque el valor de la respuesta es minimo, éste se debe interpretar en base al
hecho de que en este ensayo cada 0.01 UA equivale a 12,000 células

aproximadamente.

Respuesta a la estimulacion con la lectina de Phytolacca americana (PWM)

La PWM también indujo una respuesta con valores bajos pero superiores a los
encontrados con LPS. El valor promedio de la respuesta obtenida con los
animales sanos fue de 0.066 UA, mientras que para los animales sintoméaticos fue
de 0.014 UA. Al comparar los resultados obtenidos con los animales sanos y
sintométicos a partir de la estimulacion con PWM se encontr6 una diferencia
mayor (0.052 UA) a la obtenida con LPS.

Respuesta al estimulo

0.45 0.414
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15 0.119

0.066
O. 1 ] 0‘041 .
0.05 0-013 0.014
0

Con A LPS PWM

H Sintomaticos & Asintomaticos

Figura 6. Respuesta obtenida de los linfocitos periféricos estimulados con los

mitdgenos inespecificos en lechones de 30 a 50 dias de edad.
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Conteo de leucocitos

Estos conteos se realizaron con el fin de evaluar la cantidad de linfocitos
periféricos circulantes en sangre de cerdos sintomaticos y cerdos sanos. La
sangre se mezcldé con acido acético glacial y se contaron las células en una
camara de Neubauer.

Los valores de los cerdos sanos se encontraron en un rango de 13,000 — 28,000
células/ul, con un valor promedio de 25,790 células/ul. Mientras que para los
cerdos sintométicos, los valores obtenidos se encontraron por arriba de 20.000
células/ul, siendo el valor maximo de 53,660 células/ul, su valor promedio fue de
28,940 células/pl.

Por otra parte, al comparar los promedios de los cerdos sintomaticos con los
sanos, podemos observar que el numero de leucocitos es mayor en los
sintomaticos. Mientras que en numeros absolutos esta diferencia es de 5,850
células/ul, en proporcién equivale a un 25.33% mas leucocitos circulantes en los

animales sintométicos que en los sanos.
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Tabla 3. Recuento leucocitario de cerdos sintomaticos.

Muestra Leucocitos/ul
1 22.120
2 43,000
3 21,330
4 53,330
5 46,660
6 53,660
7 32,000
8 24,000
9 23,000

10 14,000
11 35,000
12 28,000
13 23.700
14 24.700
15 26.700
16 25.550
17 49.700
18 28.880
19 41.770
20 36.220
21 22.660
22 13.330
23 13.550
24 23.550
25 21.000
26 18.000
27 23.330
28 24.330
29 26.330
Promedio 28.940
DS 11.42
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Tabla 4. Recuento leucocitario de cerdos sanos.

No.
Muestra | Leucocitos/ul
1 23,330
2 19,000
3 18,000
4 29,670
5 13,550
6 24,330
7 46,660
8 23,000
9 35,000
10 25,330
Promedio 25.790
DS 9.48
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Discusion

En el presente trabajo se evalué la capacidad de proliferacién de los linfocitos
periféricos mediante la estimulacién con mitdgenos inespecificos de 29 muestras
de sangre de lechones sintométicos de PMWS y 10 de lechones sanos, en ambos
grupos los animales tenian de 30 a 50 dias de edad. Con el proposito de evaluar
ambas poblaciones de linfocitos (B y T) se utilizaron los siguientes mitdgenos:
Concanavalina A que estimula a los linfocitos T, lipopolisacaridos (LPS) que
estimulan a los linfocitos B y la lectina de Phytolacca americana que estimula a

ambas poblaciones (Coligan 2005).

En los ensayos de proliferacion con Concanavalina A, la respuesta obtenida en los
animales afectados por PMWS fue de 0.119 unidades de absorbancia (UA), en
comparacion a la obtenida en los lechones clinicamente sanos que fue de 0.414
UA, por lo que se puede seialar una diferencia importante (0.295 UA) entre
ambos grupos. Esta diferencia es una evidencia clara de que los linfocitos T de los
animales con signos clinicos de PMWS muestran una cierta incapacidad para

responder a la estimulacion.

Por otra parte, la respuesta al estimular con LPS ofrecioé valores bajos tanto en
lechones clinicamente sanos (0.041) como en los sintomaticos (0.013), a pesar de
lo cual, también es evidente una diferencia a favor de los animales sanos. Es
importante sefialar que a pesar de que LPS es un mitogeno importante, se obtuvo
una respuesta muy baja. Esto mismo ocurrié en los ensayos de proliferacién con
PWM, donde se encontr6 un valor de 0.014 UA en los animales sintométicos,

mientras que en los animales sanos fue de 0.066 UA.

En el trabajo de Chun et al. (2008), se sefiala que la replicacion de PCV2 en
linfocitos activados o en linfoblastos en proliferacion, puede resultar en dafios a
estas células con la consiguiente reduccién en su capacidad de proliferacion. Los

resultados mostrados en dicho estudio sefialan que, ademas de los monocitos y
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linfocitos activados de sangre periférica, la poblacion de linfocitos B muestra una
sensibilidad mayor a PCV2 (Yu 2007). Esto puede explicar la respuesta obtenida
en el grupo estimulado con LPS, en el cual se encontr6 una de las respuestas mas
bajas, como ya se mencion6 posiblemente debido a la mayor sensibilidad de los
linfocitos B a PCV2. Sin embargo, otra de las posibles explicaciones para dicho
resultado es que soélo una pequefia fraccion de los linfocitos sanguineos
periféricos son linfocitos B (Morilla 1989, Tizard 2009, Borghetti 2006).

Existen contradicciones con respecto a la respuesta inmunologica de los linfocitos
periféricos desde el nacimiento hasta los 30 o 35 dias de edad, Valpotic (1989)
reportan respuestas limitadas en lechones menores de 4 semanas, mientras que
Hoskinson (1990) reportan respuestas altas en cerdos de 0.5 a 6 semanas de
edad.

En un trabajo realizado en el laboratorio de investigacion en morfologia veterinaria
y biologia celular, se evalu6 la capacidad de proliferacion de los linfocitos
periféricos en lechones desde los 5 hasta los 60 dias de edad, los resultados
obtenidos muestran que al utilizar la concanavalina A, la respuesta se caracterizo
por que en todos los grupos hubo una respuesta evidente, obteniendo una mayor
proliferacion en cerdos de entre 45 a 60 dias de edad. Es importante sefialar que,
como en este trabajo, los valores fueron los més altos con respecto a los otros dos
mitégenos. Con LPS la respuesta en edades de 2 a 5 dias fue negativa, sin
embargo, ésta fue aumentando obteniendo el valor mas alto en edades de entre
15 a 35 dias. Mientras que con PWM, los valores mas altos correspondieron a los
cerdos de 45 dias de edad. Estos resultados indican que la edad tiene un efecto
directo sobre la capacidad de respuesta de los linfocitos a los mitdgenos
inespecificos utilizados. Desafortunadamente no se pudo conocer la edad exacta
de los animales en estudio ya que sélo se sefialé que estaban entre los 30 y los 50
dias de edad, por lo que los valores obtenidos con LPS y PWM podrian deberse a
gue la mayoria de los animales en estudio se encontraban mas cerca de los 30

que de los 50 dias de edad. Sin embargo, lo importante es que los linfocitos
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tuvieron la capacidad para responder a los ensayos de proliferacion (Hernandez
2007).

Otro detalle importante a resaltar es que al realizar la prueba de hipotesis
utilizando los valores promedio obtenidos (t de Student), se encontré que para
todos los tratamientos aplicados (Concanavalina A, LPS y PWM), la diferencia
encontrada a favor de los animales sanos es estadisticamente significativa a un
grado de confianza alto (o = 0.05), lo cual confirma que los linfocitos periféricos de
los animales sintomaticos muestran una menor capacidad de respuesta a la

estimulacién con mitdgenos inespecificos (Johnson 2008, Walpole 2002).

En el presente trabajo, también se realizé el conteo de leucocitos periféricos con el
fin de explorar si habia una diferencia entre los animales sanos y los sintomaticos.
Al tratar de interpretar los resultados obtenidos se encontré que aun en referencias
publicadas y acreditadas hay diferencias importantes y los rangos sefalados
llegan a ser bastante amplios para los animales sanos. Asi tenemos que Walpole
(2002) y Jubb (1979), sefialan que los valores normales de los leucocitos
periféricos es de 11,000 — 22,000 células/ul, mientras que el mismo Jubb, en una
edicibn mas reciente menciona que dicho rango se puede ampliar hasta un valor
maximo de 30,000 células/ul (Jubb 2007).

En los cerdos clinicamente sanos sus valores se encontraron en un rango de
13,550 — 46,660 células/ul con un valor promedio de 25,790 + 9,480 células/ul. Por
su parte, los lechones con signos clinicos de PMWS tuvieron valores que se
encontraron en un rango de 13,330 — 53,330 células/ml con un valor promedio de
28,940 + 11,420 células/pl.

El valor promedio de los animales con signos clinicos fue ligeramente mayor
(28,940) que en los animales sanos (25,790). Asimismo, la desviacion estandar
resultdé considerablemente mayor evidenciando la presencia de una mayor

dispersion en los valores obtenidos. Por otra parte y con el fin de valorar mejor la
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diferencia existente entre los valores promedio, se obtuvo la diferencia relativa
entre ambos valores y se puede sefalar que dicha diferencia es de 12.2% a favor
de los animales sintomaticos. A pesar de todo, resulta un tanto incierto sefalar
gue el aumento en el nimero de leucocitos es un signo clinico importante de la
PMWS por el rango tan amplio que normalmente muestran los cerdos
clinicamente sanos, por lo que sera necesario realizar mas estudios al respecto y

determinar los factores involucrados en esta variacion.

Si se atiende a los valores obtenidos en este conteo se puede sefialar la presencia
de una leucocitosis en los animales sintomaticos de PMWS, la cual puede
catalogarse desde ligera (28,940 células/ul) hasta severa (53,333 células/pul). Este
hallazgo coincide con lo sefialado por varios autores quienes mencionan que la
depleciéon de linfocitos en areas interfoliculares junto con la infiltracion de
macrofagos de los tejidos linfoides es la lesion caracteristica y basica de los
cerdos afectados por PMWS vy, por lo tanto, puede inducir un aumento en la
poblacion de macréfagos, debido a la infiltracion de estas células a 6rganos
linfoides, como respuesta a la infeccion por PMWS (Clark 1997, Rosell 1999).
Asimismo, diversos estudios demuestran que hay un aumento en el recuento total
de los monocitos en los cerdos que sufren de PMWS, lo que sugiere que esta
enfermedad induce la proliferacion de células del linaje monocitos/macréfagos
(Rosell 1999, Chianini 2003).

Asi, en los animales sintomaticos del estudio se pueden sefialar dos eventos que
permiten explicar los resultados encontrados en este trabajo; por un lado, un
menor numero de linfocitos T y B en sangre periférica, junto con una disminucion
en la sensibilidad para responder a los mitdgenos (en especial de los linfocitos B)
y, por otra parte, un aumento de células del linaje monocitos/macréfagos en

sangre periférica.

Es importante sefialar que existen otros métodos para la identificacion especifica

de células por medio de sus proteinas de superficie. Hoy en dia el inmunofenotipo
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de las poblaciones linfociticas se analiza automaticamente en gran detalle y con
gran eficacia utilizando un instrumento llamado citometria de flujo (Gémez — Lucia
2007). En este trabajo no se utilizo este método ya que en el laboratorio de
investigacion en morfologia veterinaria y biologia celular no se cuenta con este

aparato.

Se requieren estudios adicionales de la epidemiologia e inmunidad de estas
infecciones para el mejor conocimiento y control de este sindrome, el PMWS es un
problema importante en la produccion porcina, y serd necesario realizar estudios
sobre nuevas técnicas de diagndstico, patogenia, distribucién geografica, factores

involucrados y métodos de control.
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Conclusiones

La capacidad de proliferacion de los linfocitos periféricos esta afectada en
los cerdos con signos clinicos de sindrome de emaciacion multisistémica

postdestete (PMWS) independientemente del mitégeno utilizado.

Al estimular a los linfocitos con Concanavalina A mostraron una respuesta
evidente ya que se encontraron los valores mas altos con respecto a los

otros mitdgenos utilizados, tanto en animales sintomaticos como sanos.

El valor mas bajo se obtuvo al estimular con LPS por lo que se puede
sefialar que los linfocitos B fueron las células con la menor respuesta

proliferativa.

Con los valores obtenidos al realizar el conteo de leucocitos se pudo
determinar la presencia de leucocitosis en los animales sintométicos de
PMWS.
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