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RESUMEN. 

El Rubulavirua Porcino (RvP) ea responsable de Ja enfermedad del Ojo Azul en Jos 

cerdos. que •• caracteriza provocar alteraciones reapiratori••· neurológicas. 

reproductivas y opacidad de Ja córnea en animales de todas las edades. Hasta la 

fecha, los estudios realizados en esta enfermedad han sido enfocados a conocer las 

características biológicas y estructurales del virus, asi como a la estandarización de 

pruebas para un diagnóstico rápido y oportuno. Este el primer trabajo que describe 

algunas caracterfsticaa de la respuesta inmune celular y humoral de cerdos Infectados 

experimentalmente con el RvP. 

Nuestros resultados demuestran que todos los animales de•arrollaron anticuerpos 

contra el virus después de haber sido infectados con el RvP, e Identifican a la proteína 

HN es la proteina inmunodominante del RvP. Los ensayos de proliferación celular 

utilizando mitógenoa polic;;lonalea y al virus, mostraron que lo• c;;erdoa con respuesta 

celular deficiente deaarrollan granulomaa en epldldimo y atrofia teatlcular. E•IH 

lesiones son, aparentemente, el resultado de la multiplicación del RvP en el epitelio 

pseudoestratificado del epididimo. El análisis de las poblaciones celulares indicó, que 

en general existe una disminución gradual de Jos linfocitos co4•coa· en todos los 

cerdos infectados; sin embargo, observamos que los animales que poseen el mayor 

porcentajes de llnfocitoa co4·coe•, durante las primeras semanas de infección, y con 

elevados porcentajes de linfocitos co4•cos· durante la ln~ección. no presentan 

granulomas. Los estudios de susceptibilidad demostraron que el RvP es capaz de 

multiplicarse en la población de monocitos, y no en los linfocitos. En este trabajo se 

muestra que Ja formación del granuloma en los cerdos infectados con el RvP es el 

resultado de la multiplicación viral en el epitelio pseudoestratificado del epldidimo, y a 

una respuesta celular inadecuada. Además sugiere que el virus podría utilizar a los 

monocitos y linfocitos como vía de transporte a los órganos blanco. Es importante 

destacar que este trabajo presenta los primeros resultados del análisis de la población 

doble positiva en una infección experimental del cerdo. 



5UMMARY. 

The Porcine Rubulavirua (PvR) I• the agent responaible of the pig'• blue eye di•••••· 

which provokes respiratory. neurologlcal and reproductiva diat~rbs, and occasionally, 

corneal opacity in all attected pJga. To present, reporta concerning thia diseaae, have 

alfowed to know lhe biological and structural characlerislica of the PvR, as well as the 

development of techniquea far a quick and appropriate diagnosis. Thia work describe 

lhe first report on ~e cellular and humoral immune response to PvR 

Oura resulta showed that all pigs developed anlibodiea against the PvR after 

experimental infection; we idenlified the HN glycoprotein as the immunodomínant 

protein of PvR. Proliferative assays on peripheral bJood mononuclear cells. showed 

that pigs posaeaaing deficient ceUular immune responses developed granulomas on lhe 

epydidimus and ahow.d testicular atrophy, due to viral multiplication on lhe 

paeudoeatraliflated ephltelium of epydldlmua. Anelyala Of cellul.•r populaliona ahowed 

a gradual co4•coa- T alla diminution alter lnfection, however, thoae plga wllh a hlgh 

proportion of CD4"CD8• T cella during the first weeks after infection and with hlgh 

co4•coa• T celfs percentages durlng lhe lnfectlon dld not develop granuloma. From all 

peripheral mononuclear cells. only monocytes were highly susceptible to virus 

multipfication. In this work we were abfe to show that granufoma formation, in PvR 

experlmentally Infectad pigs, was causad by viral multiplication in pseudoestratificated 

epilhelium in the épydidimus and a deficlent celfular immune response. In addition, we 
suggest lhat the monocyte and fymphocyte populalions could be the transport vehicle 

for PvR to lhe target organ. This is the flrst report where an analysis of lhe double 

positiva Jymphocytes in an experimental porcina infeclion has be~n perdormed. 



INTRODUCCION. 

El Rubul•vfrua Porcino. 

En 1981 ae aisló un virus con actividad hemaglulinante a partir de un brota de 

meningoencefalitis de cerdo• (Stephano et al •• 1981). Este virus ocasiona problema• 

neurológicos. respiratorios. reproductivos e induce opacidad de la córnea a cerdos de 

diferentes edades. siendo loa animales menores de 20 diaa loa más susceptibles a Ja 

infección. Estas caracteriaticaa permitieron denominar a esta· enfermedad como el 

Síndrome del Ojo Azul de loa Cerdos (Stephano et al •• 1983). Moreno-López et al .• (1986) y 

Stephano eta/ .• (1988) identificaron independientemente este virus y lo denominaron virus 

La Piedad Michoacán. (LPM. por el Jugar donde se aisló) y el Paramixovirus del Ojo Azul 

(POA). respectivamente; este virus posee la capacidad de aglutinar eritrocitos de cerdo, 

bovino, equino. camero. ratón. ave y humanos A. B y O: y también posee actividad de 

Neuramlnldaaa. El virus •• capez de multiplicarse en una amplia variedad de fin••• 

celulares. pero el efecto citopático después de 2 días de infección es más evidente en 

células BT (de comete de bovino) y PK-15 (de riñón de cerdo). En célul118 BT el efecto se 

caracteriza por forffiar algunos sincicios y la muerte de células que se desprenden de la 

monocapa; en las células PK-15 se presentan células vacuoladaa·y un mayor número de 

sincicios (Moreno-López et al .• 1986). 

Ensayos de competencia con diferentes azúcares para inhibir el efecto citopático 

del virus LPM en células Vero (Reyes-Leyva et al., 1993a), demostraron que como 

otros paramixovirus. el virus LPM reconoce ácido siálico, pero su especificidad es 

mayor por el trisacárido slaUJ-alfa-3,2-lactosa, Ja cual podría jugar un papel en el 

tropismo del virus, ya qua se ha demostrado una amplia distribución de este azúcar en 

el sistema nervioso central en comparación con otros órganos (Reyes-Leyva 1993b). 
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El virus presenta resistencia a la actinomlcina D. lo que Indica que está formado por 

RNA de cadena negativ•. y loa estudio• de microscopia electró':'ica mostraron un virus 

pleomórfico. de 150 a 300 nm. que es encapsulado y con proyecciones en su membran•. 

características comunea de los paramixovlrua (Morano-López et a/., 1986). El patrón 

electroforéUco en geles de poliacrilamida bajo condiciones reductoras fue parecido a loa 

virus Parainfluenza-3 y al virus de la enfermedad de Newcastle, pero estudios serológicos 

no moatraron alguna relación con estos virus por lo que se propuso que el virus LPM 

podría ser un paramixoviru• no descrito con anterioridad (Moreno-López et al .• 1986). Otros 

paramixovirus aislados en cerdos han sido reportados en Alemania. Estados Unidos. Israel 

y Japón qua ocasionan problemas neurológicos y/o reproductivo• pero hasta la fecha no se 

ha establecido ninguna relación entre el virus LPM y otros paramixovirus que infectan al 

cerdo (Lipkind et al .• 1966). 

La composición de las proteína estructurales del virus LPM fue determinada 

m•di•nl• •l•ctrofor•1l1 •n g•IH d• poli•cril•mid• • inmunopr•clpllllción d9 cultlvoa 
celulares infectados y marcados selectivamente con diversos radioisótopos (Sundqvlst et 

al .• 1990). Seis proteína fueron identificadas: la proteína Mayor (L) de 200 kDa, que posse 

actividad de RNA"polimerasa dependiente de RNA (Svenda et al.. 1997); la Nucleoproteina 

(NP) de 66 kDa. es una proteina de función estructural que da origen ju~to con el RNA a fa 

nuclaocápside viral; la glicoproteina Hemaglulinina-Neuraminidasa (HN) de 66 kDa. 

encargada del reconocimiento del celular. la proteína de Fusión (F) de 59 kDa, responsable 

de la fusión de fas membranas virales y celular: la Fosfoproteina (P) de 52 kDa, que 

participa en eventos de regulación de la replicación y transcripció'1 del genoma viral: y la 

proteína de Matriz (M), de 40 kDa, que participa en el ensamblaje de los virones. La tabla 1 

presenta los estudios que comparan el perfil electroforético del virus LPM con dos cepas 

del virus de la enfermedad de Nevvcaslle, el virus Parainfluenza-3 y el virus Sendai 

encontrando que existe gran similitud en la movilidad relativa de las diferentes proteinaa de 

estos virus (Sundqvist et al .• 1990). 

4 



La aecuencia nucleolidica de le prolein• M (Berg et •l., 19U1). preaentó 1,107 

nucleótidos que codifican para un• protein• de 369 amlnomcldo• con un peao 

molecular aproximado d• 41.667 kDa que coincide con I• Mr obtenid• por PAGE-SDS. 

Esta secuencia también moatró 55% de homología en la secuencia nucleotidica y 4116% 

en la secuencia de amino ácidos con la proteína M del virus de la• Paperas. aaf como 

una rica secuencia de amino áicidoa básicos para dar una carga .poaltiva net• de +17.5. 

La carga positiva de la proteína de proteína M favorece su arinldad por las 

nucleoproteinas. reduciendo el gasto energético requerido para realizar el ensamble de 

la nucleoccipside a laa zonas de Ja membrana celular donde ae expresan las 

gJJcoproteinaa virales (Morriaon et al •• 1888). 

VIRUS 

Proteina LPM Ptv-3 Senda! NDV Mumpa 

L 200 200 200 200 200 

HN 66 68 71 72 79 

NP 68 65 58 53 72 

F 59 54 49 53 61 
p 52 79 79 53 45 

M 40 39 38 37 40 

Tabla 1. Perfil Elec:lltJ(c.-éUco de direrentes vln.JS de la familia Pammbcovlrus. los valores 
Indican el peso molecular en kDa. LPM. virus La Piedad Mic:hOacán: PIV-3, virus 
ParainOuenza.3; NOV. virus del N~e. Mumps, viru3 de las Paperas. Tomado de 
SUOdqvlstetal.. 1990. 
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El gen de la proteína P conata de 1,374 nucleótidos incluyendo la serial poly ~ "JI 

al menos tres protei~a• ae pueden codificar: la proteina v. P y C de 249, 404 y 126 

aminoácidos respectivamente. El análisis de la secuencia del gen de la proteína P 

mostró que el viru• LPM es el único Rubulavirus que presenta un marco de lectura 

abierto que codifica par• Ja proteína C. (Berg et al .• 1992)ª La presencia de un marco 

de lectura abierto para la proteina C se considera característico de los miembros del 

genero paramyxoviru& (Murphy et al .• 1995). 

El gen de la proteína F presentó 1,845 nucleótidoa de largo y esta 

estrechamente relacionado con los virus de las Paperas y ·el virus Simico-5. La 

secuencia codifica para una proteína de un peso molecular eatlmado en 58.3 kDa. sin 

embargo el peso identificado en PAGE-SDS fue de 59 kDa para la aubunidad F1 y 12 

kDa para Ja F 2 • lo que da un total de 71 kOa para Fa. Esto sugiere diferencias en el 

grado de glicosilación de la proteína. ya que posee cuatro sitio• potencialmente 

gllcoallablea an la aubunldad F, y uno en I• Fa. En ganara! aata protelna preaanta 45% 
y 42% de homología con la secuencia de amino ádido1 de los virus Simico-5 y de las 

Paperas, respectivamente (Berg et a/ •• 1992). 

El gen de la proteína HN codifica una proteína de 576 amino ácidos con un peso 

molecular estimado en 63.324 kDa, contra 66 kDa que presenta en PAGE-SDS. esta 

diferencia del peso molecular al igual que la Identificada en la proteína F, se debe al 

efecto de la glicosilación ya que esta proteina posee cuatro sitos de glicosUación. La 

comparación en fa -secuencia de aminoácidos con et virus Simlco-5 y el virus de las 

Paperas, mostró que existe una estrecha relación de homologia de 43% y 41% 

respectivamente (Sundqvist et al., 1991). En nuestro laboratorio hemos desarrollado un 

método para purificar la proteína HN. y así poder analizar sus características 

fisicoquimicas (Espinosa B. 1997); también se han realizado estudios con diferentes 

azúcares para identificar Ja especificidad del virus LPM (Reyes-Leyva J. 1993), y 

utilizando algoritmos computacionales se ha realizado la predicción y caracterización 

de algunos determinantes antigénicos (Zenteno R. 1997). Recientemente el virus LPM 



fue clasificado dentro del género rubulavirus, subfamilia paramix.ovitinae y familia de 

paramixoviridae (Murphy et al.. 1995). debido a la estrecha relación biológica y estructural 

que el Rubulavirus Porcin~ presenta con el virus de la Parotidilia y el virus de la 

Paralnfluenza (Tabla 2). 

FAMILIA PARAMIXOVIR/DAE 

Subfamilia Paramixovirinae 

Género Pe,..mbcovirus paralnfluenza bovino 3 
paralnfluenza humano 1 
paralnfluenza humano 3 
Sendal virus 
(parainfluenza murino 1) 

G6nero Morbiliv/rua dl1temper canino 
dlstemper del delfín 
sarampión 
virus de la peste de los pequer'\os rumiantes 
dlstemper de la foca 
dlstemper de la marzopa 
rinderpest 

Género Rubulavirus paramlxovlrus aviar 2-9 
paralnfluenza 2. 4a y 4b 
virus de la parolidills humana 
virus de la enfermedad de Newcastle 
rubulavirus porcino 
paralnfluenza slmlco 5 y 41 

Subfamilia Pneumovirinae 

Género Pneumovirus virus slnclclal respiratorio bovino 
virus slnclclal respiratorio humano 
virus neumónico del ratón 
rinotraqueitls del pavo 

abla .;.:::. Clasiflcat;100 ue a familia Param xovmdae. tomado de Murphy el al .• 1~. ~uestra que 
el virus LPM ha sido ubicado en el nuevo género Rubulavlrus de la ~amllla Paramyx.ovlrldae. 



La Enfermedad del Ojo Azul. 

Loa primeros brotes de la Enfermedad del Ojo Azul se observaron en La Piedad 

Michoacán en 1980 (Stephano et al .• 1981); en 1982 se reportó esta enfermedad en lo• 

estados de Guanajuato • .Jalisco y en el Estado de México; en 1983 ae ob•ervaron 

brotes en loa estados de Nuevo León. Hidalgo. Tlaxcala. Yucatán. Tabasco. Puebla. 

Querétaro y D.F.; y en 1984 se identificó en Tamaulipas. Hasta.la fecha la única zona 

libre de fa enfermedad son los estados del noroeste. princ;palmenle el estado de 

Sonora. y por el contr•rio. los estados de Michoacán. Guanajuato y Jalisco que 

cuentan con la mayor población porcicofa del pais, representan también Ja zona con 

mayor incidencia de la enfermedad (Stephano et el .• 1994). 

Hasta el momento se ha identificado a los cerdos como la única especie 

susceptible a la infección natural por el RubuJavirus Porcino; pero experimentalmente 

el vlrua puede Infectar retonH, relea, conejo•, embrlonea de pollo y perroa, aln que 

estos últimos lleguen a presentar signos clínicos de la enfermedad (Stephano et al., 

1993). La principal via de contaminación es a través de ani!'"ales infectados y de 

animales que permanecen asintomáticos. Las personas o vehículos que frecuentan 

granjas afectadas y granjas libres de la enfermedad son aparentemente una importante 

fuente de infección. 

La Infección producida por el RvP se transmite por contacto directo. 

posiblemente a través de secreciones. La vía natural de entrada es la oronasal 

(Stephano 1993). Experimentalmente se ha demostrado que el virus inicia su 

replicación en mucosa nasal y tonsilas. de ahí se difunde por fas vías aéreas a Jos 

pulmones CAiian et al., 1996), pero utiliza las terminaciones del nervio olfatorio para 

diseminarse en el . sistema nervioso central de cerdos naonatos (Reyes·Leyva, 

manuscrito en prepar~clón). 



De los cerdoS afectados. los menores de 20 dias son. los que presentan la 

sintomatología más severa. así como la tasa de mortalidad más alta. De los síntomas 

observados en estos cerdo•, los signos nerviosos son los más evidentes y progresivos, 

caracterizados por incoordinación motora, espasmos musculares. rigidez de miembros 

posteriores. marcha y postura anormal, postración, hipersensibilidad, pedaleo, ceguera, 

nistagmos, fiebre, eritema cutáneo, pelo erizado, lomo arqueado y estreñimiento. La 

muerte ocurre generalmente 48 horas después de la postración. En un 10% de Jos 

casos se presenla opacidad corneal unilateral. aunque se hBn observado casos de 

opacidad bilateral. Se afectan clínicamente el 20-25ºAI de las camadas de menos de 20 

días y la mortalidad en cerdos afectados con signos nerviosos es cercana al 90o/o. Los 

cerdos mayores de 20 días son menos susceptibles a la enfermedad y únicamente un 

4% de los cerdos afectados presenta opacidad de la córnea. Los signos nerviosos son 

escasos y la mortalidad generalmente nula, a menos que se encuentre asociada a 

otras enfermedades o en granjas con problemas de manejo (Stephano et al .• 1993). 

Las cerdas reproductoras en general se mantienen asintomáticas. pero en 

ocasiones presentan opacidad de la córnea y anore)(ia pasajera. Los parámetros 

reproductivos muestran que las cerdas Infectadas retornan al estro, disminuyendo la 

fertilidad hasta un 20%. El porcentaje de lechones nacidos muertos es del 20% y el 

porcentaje de fetos momificados del 5%. Los sementales generalmente permanecen 

asintomáticos. observándose ocasionalmente elevación de la te.mperatura y baja en el 

consumo de alimento. El signo clínico más evidente es la disminución en la fertilidad a 

consecuencia de la'orquitis y epididimitis unilateral, la cual muchas veces es reversible 

(Slephano eta/ .• 1988; Stephano eta/ .• 1990; Campos etal .• 1991). 

Las lesiones macroscópicas son ocasionales y generalmente se presentan en 

cerdos menores de 20 días sin ser patognómicas de la enfermedad. Se observa 

congestión meníngea con aumento ocasional en el fluido cerebro-espinal, atrofia 

serosa de Ja gras" coronaria y distensión del estómago con restos de leche, neumonia 

con hepatización en el vértice del lóbulo ápical y cardiaco, opacidad y edema cornear 



unilateral. pero se han observado casos de opacidad bilateral. También se han 

reportado hemorragias pericárdiacas y en el riñón. En sementales infectados es común 

la presencia de granulomas en epididimo y fa atrofia testicular (Campos et al •• 1991). 

Las princJpalea' lesiones histológicas que han sido identificadas en animales 

infectados están localizadas en el cerebro. observándose una encefalomielitis no­

supurativa que afecta principalmente al tálamo y corteza cerebral caracterizada por 

gliosis focal y multifocal. necrosis neural. neurofagia. meningitis y coroiditis. La 

severidad de la l~sión generalmente es variable. Los pulmones presentan áreas 

localizadas de neumoryia intersticial caracterizadas por engrosamiento de los septos 

alveolares con infiltración mononuclear. Los cambios en el ojo de animales con 

opacidad corneal a~ caracteriza por edema cornear y uveitis anterior con infiltrado de 

neutrófilos y mononucleares (Slephano et al .• 1993: Afian et al .• 1996) 

La información que hasta ahora existe en relación a la respuesta inmune de 

cerdos Infectados con el Rubulavirus Porcino es escasa. y únicamente existen reportes 

de Ja respuesta humoral, basada en la presencia de anticuerpos inhibidores de la 

hemagJutinación y neutralizantes. La enfermedad por el Rubulavirus es autolimitante 

cuando las granjas afectadas cierran la entrada a animales de reemplazo. ya que no 

aparecen nuevos brotes a diferencia de producciones abiertas. donde Jos nuevos 

brotes continúan afectando principalmente las cerdas primerizas (Stephano et al .• 

1988). De la respuesta inmune celular no existen Información en la literatura. 
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Aspecto• generales de la inmunidad frente a virua. 

Los virus son agentes infecciosos que se multiplican intracelul•rmente e inician 

su proceso de infección al reconocer un receptor especifico en una célula blanco, fa 

cual puede o no ser susceptible de ser infectada (Rolzman et al •• 1990). Entendiendo 

por infección la capacidad de un virus por alterar las funciones metabólicas de una 

célula; y por permisible el que la célula cuente con lodos los elementos necesarios 

para la multiplicación viral. Así, el primer paso en la infección viral es el reconocimiento 

de un receptor en una célula blanco, el cual varia de acUerdo al tipo de virus 

involucrado: en 81 caso de los paramixovirus so ha demostrado que reconocen 

moléculas que contienen 8cido aiBlico. El receptor del virus del Sarampión es el CD46 

(Doring et al., 1993) y del Rubulavirus Porcino-LPM sabemos reconoce 

preferentemente moléculas que contienen sialil alfa-2,3-lactosa (Reyes-Leyva et al., 

1993). Una vez que el virus reconoció el receptor en la célula blanco, en el caso de tos 

vln.•• con envoltur•, •• lnl•rn•ll&• fualonlincto•• con I• membr•n• pl••mlillce, 11' ctantro 
de Ja célula el virus inicia la transcripción de sus proteínas utilizando sus propias 

enzimas y las enzimas de las células infectadas. que Je permiten la producción de 

partículas víricas capacea de infectar a nuevas células blanco (Kingabury W.D. 1990). 

Existen diferentes virus capaces de infectar células del sistema inmune y de esta 

manera evadir Ja respuesta del huésped aumenlando la severidad de la infección. El 

mejor ejemplo que tenemos es el VIH (el Virus de la Inmunodeficiencia Humana). En el 

caso de Jos Paramixovirus, se ha reportado que el virus del Sarampión ea 

inmunosupresor, capaz de infectar principalmente a los monocilos y a linfocitos 

ocasionado una inmunodeficiencia transitoria (Griffin et al., 1994). 

Una eficaz respuesta inmune celular y humoral son condiciones necesarias para 

el control y erradicación de las infecciones virales, la cual depende del tipo de virus, Ja 

vía de entrada, Ja dosis infectante, el tipo de célula presentadora y del estado general 

del huésped (Doherty et al •• 1995). En términos generales, la respuesta inmune frente 
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a virus ae inicia con I• producción de interferón-a por las célula• infectadas. lo que 

aumenta el potencial lítico de células NK y la expresión del MHC~I (Murray et al .• 1992). 

El aumento en la expreaión del MHC-1 facilitará la acción de loa linfocito• T citotóxJcoa 

CD8 (Martz et al .• 1989). los cuales son importantes en la erradicación del virus del 

Sarampión (Binnendijk etal .• 1990), así como de otras infeccione• virales. La presencia 

de linfocitos T C04 con actividad citotóxica se ha demostrado en diferentes modelos de 

infecciones virales. y se sugiere que juegan un papel importante para el control de la 

infección (Koazlnowstd et al .• 1991 ). 

El resull:ado de la actividad citotóxica de las diversas efectoras (NK. linfocitos 

CDS o CD4) sobre fas células infectadas provoca que se liberen antígenos virales 

endógenos, los cuales pueden ser fagocitados. procesados. y presentados como 

antígenos exógenos por el MHC-11. lo que induce la proliferación de linfocitos 

cooperadores C04+ que responden con la producción de citoclnaa como la IL-2 • 

lnlerfer6n-y o IL-4 • IL·10. Dur•nl• la lnfeccl6n agud• no •• po•lble dlacrlmln•r entre 

una respuesta Th1 o Tha. ya que predon1lna la producción de ambas; es en los 

procesos crónicos que es posjble idenlificar un patrón da producción Th2 • que 

favorecen muchas de las infecciones persistentes (Biron A. 1994) 

Como podemos observar existen diversos mecanismos efectores que participan 

en el control y erradicación de las infecciones virales. pero Ja eficacia de cada una de 

ellas dependerán. del virus involucrado y de fa susceplibil!dad del huésped. Es 

frecuente observar que la respuestas especifica contra antígenos virales provoque 

daño inespecífico aJ tejido circundante. Esle evento ha sido observado en el momento 

de establecerse una respuesta cHotóxJca especifica contra el virus del Sarampión. la 

cual se caracteriza por producir exantema generalizado y meningJtis esclerosante 

(Schneider-Schaulies et al .• 1991). 
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Caracteriaticaa de la respuesta Inmune del cerdo. 

En eate apartado ae describen brevemenle las caracleriatica• má• importante• 

de la respuesla Inmune celular del cerdo. enfocándose básicamenle a los linfocitos T. 

los cuales han mostrado diferencias importanles con Jo reportado para otras especies. 

Los linfocitos T se dividen en cooperadores (linfociloa CD4•) y citotóxicos 

(Coa•). Loa primeros regulan la respuesta inmune con la producción de cilocinaa como 

la IL-2. el JNFy. Ja IL-4 y Ja IL-10; y en algunas infecciones virales tienen efecto~ 

citotóxicos con restricción por el MHC de clase 11. Los linfocitos CDS son cilotóxicos 

con restricción por el MHC de clase l. sin ser una célula importante para regular la 

respuesta inmune. Ambos linfocitos maduran en el limo y cuando salen pierden el 

marcador de superficie CD1 que Jos identifica como linfocitos inmaduros y conservan el 

CD2 a diferencia _de otros tipos celulares. Duranle el proceso de maduración, olros 

m•rc:ador•• de auperflcl• •• expreHn en loa linfocito•, tml como receptor del linfocito T 

(TcRall y TcRyó), las moléculas CD4 y CD8, entre otros. En las primeras etapas de 

maduración de los linfociloa se observa la coexpresión de las moléculas CD4 y C08, 

pero antes de poblar los órganos linfoides secundarios se pierde una de las moléculas, 

y así en sangre periférica bajo condiciones normales no se observan allos porcentajes 

de linfocitos con doble marca en las células humanas y murinas. por el contrario, el 

cerdo es la única especie que expresa altos porcentajes de linfocitos dobles positivos 

en sangre periférica (enlre 10 y 60%), así como en órganos linfoides secundarios en 

condiciones normales (Saalmüeller et a/., 1987; Saalmüeller et al., 1994b). 

Saalmüeller y Pescovitz (1987) fueron los primeros en identificar Ja presencia de 

linfocitos co4•coe· y en proponer dos hipótesis de sus. posibles aclividades 

biológicas: 1) que estas células podrían representar linfocitos inmaduros que emigraron 

del timo sin perder alguno de sus marcadores, y 2). que estas células represenlen 

linfocilos C04 que han adquirido el marcador CDB después de su sensibilización y lo 

retienen para convertirse en linfocitos pequeños. La primera hipólesis fue rechazada. 
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ya que estos linfocitos no expresan el marcador CD1 que identifica a timicitos: la 

segunda hipótesis es la más aceptada ya que loa resultados indican que los linfocitos 

co4• adquieren el marcador CDS par• convertirse en linfocitos co4•coa• despu•s de 

una respuesta in-vitro a estimulo• allog•nicos. virales y parasitarios ((Saalmúeller et 

al .• 1989; Pescovitz et al., 1994. Saalmüeller et a/., 1994b); esta respuesta esta 

restringida al MHC-11, lo cual indica que el CD4 es la molécula responsable de la 

respuesta, sin descartar la posibilidad de algún papel biológico del coa. el cual hasta 

la fecha no se ha identificado (Summerfield et al., 1996). Estudios recientes mostraron 

que una población enriquecida de linfocitos C04 provenientes de cerdos Inmunizados 

con el virus de la enfermedad de Aujeszky, estimuladas in vitro durante varias semanas 

con el antígeno viral y con IL-2, provoca que los linfocitos CD4 adquieran y conserven 

el marcador coa. convirtiéndose en linfocitos co4•coe•; estos mismos linfocitos 

presentaron dos poblaciones de CD21. marcador que representa poblaciones de 

células de memoria; al igual que los linfocitos C04•coa•. los linfocitos CD4 

present•ron ••ta• do• pobl•ciones de CD21, lo interesante fue observar que loa 

porcentajes en estas dos poblaciones de linfocitos fueron inversos, es decir, por un 

lado la población alta de C021 en linfocitos Co4•cos• fue de 75%. mientras que en 

linfocitos C04 fue solo del 23°/o, con lo cual los autores concluyen que un alto 

porcentaje de esta población doble positiva corresponde a células de memoria 

(Zuckermann et al .• 1996). 
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OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar la reapueata inmune celular y humoral de cerdoa Infectados 

experimentalmente con el Rubulavirua Porcino. 

Objetivos Específicos. 

Evaluar la respuesta humoral al RvP. 

Eatucliar la reapueata proliferaliva in vitro de células mononuclearea al RvP y 

a lec:tinaa mltogénlc:aa. 

• Evaluar las valorea de las poblaciones celulares de sangre periférica por 

cilometria de flujo. 

• Estudiar la interacción y susceptibilidad de las diferentes poblaciones 

celulares con el RvP. 



MATERIAL Y METODOS. 

Anticuerpos. 

Para la caracterización fenotiplca de las diferentes Poblaciones celulares del cerda 

se utilizaron los siguientes anticuerpos nKJnoclonales de ratón obtenidos de VMRD lnc. 

(Washington. USA): anll-CD2. lgG,. (MSA4); anti-CD4, lgGa (74:12.4); anti-CDB, lgG2a 

(76-2-11); anli-M1, lgG1 (CAM36A) y anll-lgM, lgM (PG145A). Como segundos anticuerpos 

se utilizaron: un anticuerpo policlonal da cabra anti-JgG de ratón conjugado a isoliocianato 

de fluoresceina (-FITC) de Becton & Dickinson (Mountain Cal. USA), un anticuerpo 

monoclonal da rata antMg~ de ratón conjugado a Ficoeritrina (-PE) de Zymed 

Laboratories lnc (USA) y un anticuerpo monoclonal de rata anti-lgG, de ratón-PE de 

Serotec (Reino Unido). La presencia del virus en CMN se realizó utilizando un anticuerpo 

policlonal da conejo anti-RvP-PAC3 y un anticuerpo de cabra anti-lgG da conejo-FITC de 

Slgm• ChemlCllla Co. (S.n Lula Ml11ourl, USA). 

Obtención del Rubulavirua Porcino-PAC3 (RvP-PAC3) para la infección experimental, 

la proliferación de célula• mononuclearea y la• lnmunotranaferenclaa. 

La cepa PAC3 (Jalisco, 1992) del RvP fue aislada a partir del cerebro de un lechón 

can meningoencefalilia durante un brote de la enfermedad del ojo azul en una granja 

reproductora (Ramirez 1994). Dicho virus fue donado gentilmente por el Dr. Humberto 

Ramirez de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNANI. para la realización da este 

trabajo. El virus se multiplicó en cultivos de la linea celular PK-15 (Riñón de cerdo), 

sembrados en botellas da poliestireno de 600 mi durante 4 días a 37•c (Nunclon) en 

presencia de MEM suplementado con 2% de suero fetal bovino y 50jJg/ml de gentamicina. 

Las células infectadas se sometieron a tres choques ténnicos (congelación y 

descongelación), y el sobrenadante se centrifugó a 3200 rpm durante 40 min. Al 

sobrenadante se le determinó el titulo de hemaglutinación y el efecto citopático en cultivos 
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,, ,, ceJulares y fue almacenado a -70-C hasta au uso en la infecc:ión e>i:perimenlaf da cerdos 

adultos. Para los ensayos de proliferación de las células mononuclearea (CMN) y para la• 

inmunotransferencias, el antígeno viral fue concentrado por centrifugación a 100.000 x g 

durante 6 horas a 4-C; poaterionnente, el botón fue resuspendido en medio de cultivo RPMI 

1640, alicuotado y almacenado a -700C hasla su uso. La concenb"ación de proteína y al 

titulo de hemaglutinaclón fueron determinados en muestras similares antes y después del 

almacenamiento. El control de antígeno para dichos ensayos fue preparado de la misma 

manera con células PK-15 sin infectar (Kimman et a/., 1993). 

Titulación del antígeno Viral. 

Las células PK-15 se ajustaron a 1.5 x 10ª células por mi en medio mínimo esencial 

suplementado con 10% da suero fetal bovino y se cullivaron en una placa de microcultivo 

de 96 pozos adicion8ndo 200 JJI por pozo de Ja suspención celular. má• 50 ..,, de diferentes 

diluc:lone• dec:upf .. _(de 101 hHt. 10°) del RvP·PAC3. D••Pu•• de 72 horH de lnc:ubec:lón 

se colectó la mitad del sobrenadanle y se determinó su actividad hemaglutinanle. Los 

resultados se expresan como el 50% de la dosis lnfectante en cultivo celular (DICC:K>) 

usando el método de Karber. 

Determinación de la actividad hemaglutinante. 

En una placa de microensaya de 96 pozos con fondo en U, se hicieron diluciones 

dobles seriadas del virus PAC3 en 50 IJI de PBS (pH 7.2). después se agregaron 50 ..,1 de 

eritrocitos de bovino al 0.5 %. incubando durante 45 min a temperatura ambiente. los 

resultados se expresan en unidades hemaglutinantes (UHA). que representan el inverao de 

la última dilución en la cual el virus aglutinó los eritrocitos. 
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Animales de experimentación. 

Se utilizaron cerdos híbridos convencionales. machos sin castrar de seis meses de 

edad. provenientes de una granja Ubre de anticuerpos y sin antecedentes de la enfennedad 

del Ojo Azul. Los animales se infectaron por vía lntra-nasal (5 mi) utilizando la cepa PAC3 

del RvP (RvP-PAC3) con un titulo de 10 .. DICCso: todos los días los animales fueron 

evaluados clínicamente y semanalmente se tomaron muestras sanguíneas de la vena cava 

superior utilizando tubos Vacutainer con y sin heparina. Los cerdos se alojaron en el área 

de aislamiento del Departamento de Producción Animal Cerdos, de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAIVI. y en el bioterio del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias. INER. 

Hiatopatologia. 

Al termino del eicperlmento loa enlmelea fueron aacrlfic:edoa, •• tomaron muHlr•• 

de diferente• tejido• par• fijarlo• en formol al 10%. Posteriormente las muestrea fueron 

procesadas en el Lab. de Investigación en Morfología. del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias (INER). 

Detección de antígeno viral mediante lnmunofluoreacencia. 

Muestras de tejido nervioso, respiratorio y reproductivo fueron tomadas durante 

la necropsia. cortadas en fracciones menores de 1 mm. colocadas en el conservador 

de tejidos Tissue Tek dentro de papel parafinado y conservadas en congelación a -

20ºC. Las muestras fueron cortadas en criostato, colocadas en portaobjetos y fijadas en 

acetona fria durante 10 min. a -20ºC. Los cortes fueron incubados con solución de 

bloqueo PBS, BSA (0.2º/o), SFB (1º/o) durante 1 h a 37°C. La detección del antígeno 

viral se realizó mediante inmunofluorescencia directa utilizando anticuerpos 

policlonales de conejo especifico contra el RvP-PAC3 conjugado a FITC. incubando 45 

mina 37ºC con el anticuerpo diluido 1:1000 en solución de bloqueo. Las muestras se 
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lavaran en PBS. BSA (0.2%•). Tritón X-100 (0.03º/o) y se protegieron can cubreobjetos 

en glicerol-PBS (VN) para observar posteriormente al mlcroScopJo de fluorescencia 

(Karl Zelss). Alguna• muestras fueron contrastadas antes de cubrirlas en solución de 

Evana (0.1 %) en PBS. Loa cortes positivos fueron fotografiados utilizando una película 

blanco y negro Kodak plua-x pan400 o con película de color Kodak gold aaa "400. 

Determinación de anticuerpos conb"a el RvP. 

Las muestras de sangre obtenidas sin anticoagulante fueron utilizadas para separar 

el suero, el cual fue centrifugado a 400 x g durante 30 min a 4•c para eliminar el reato de 

células. La presencia de anticuerpos sérico• se determinó mediante ensayos de Inhibición 

de fa Hemaglutinación (IH) y de Neutralización Viral (NV). Para realizar la técnica de IH. el 

complemento de los sueros fue inactivado 30 min a 56ºC. después los sueros se 

absorbieron con caolín durante 30 min y se incubaron con eritrocitos de bovino al 5% 

durante 30 mln para ellmlnar lnhibldorea lneapecificoa de la hemaglutlnación. Al final, loa 

sueros tratados se centrifugaron a 1500 x g durante 15 min y se colectó •I sobrenadante. 

Ensayo de Inhibición de la HemagluUnación. 

La titulación de los anticuerpos se llevó al cabo en placas de microensayo de 96 

pozos con fondo en U. realizando diluciones dobles seriadas de los sueros tratados en 50 

fJI de PBS. A cada pozo se le agregaron 50 1.d de sobrenadante viral con titulo de 8 UHA. 

incubando las placas durante 60 min en agitación ligera a temperatura ambiente. Después 

de esto. se adicionaron 50 µI de una suspensión de eritrocitos de bovino al 0.5% y se 

incubaran durante 45 mln a temperatura ambiente. El titulo de IH se expresó como el 

inverso de la máxima dilución del suero que inhibió completamente Ja actividad 

hemaglutinante del virus. 
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Ensayo de Neutralización Viral. 

La determinación de anticuerpos neutralizantes del efectO citopático del virus se 

llevo al cabo en placas de microcultivo de 96 pozos realizando diluciones dobles seriadas 

de las muestras de suero en 50 µI de MEM; después se agregaron 50 ¡JI del RvP-PAC3 con 

un titulo de 300 DICCao. incubando las placas en agitación durante 60 mln. Posteriormente. 

se adicionaron 200 µI de una suspensión de células PK-15 (1.5 x 10• células/mi) y se 

incubaron durante 72 horas a 37•c en un ambiente húmedo con 5% de C02 • Después de 

este tiempo se colectó fa mitad del sobrenadante y se fe determinó fa actividad 

hemaglutinante. El efecto citopático o su inhibición fue determinada tiñendo las placas con 

colorante de Wright. El titulo se expresó como el inverso de la máxima dilución que Inhibió 

completamente el efecto citopálico del virus. 

lnmunotranaferenclaa. 

Las proteínas del RvP virus se separaron por electroforesis en geles de 

poliacrilamlda al 10% en condiciones reductoras con 10% de duodecil sutfato de amonio 

(PAGE-SDS). Posteriormente, las proteínas fueron electrotransferidas del gel a membranas 

de nitrocelulosa utilizando una fuerza de 0.6 Volts, durante 1 h y 30 min; después las 

membranas se bloquearon con PBS (pH7.2) conteniendo 5% de leche descremada. 

durante 1 ha 37"C y toda la noche a 4ºC, se lavaron 3 veces con PBS (pH7.2)-BSA (5%)­

TWEEN (0.1%) y tres veces con PBS (pH7.2)-TWEEN (0.1%). Una vez bloqueadas las 

membranas se cortaron en liras de 0.5 cm de ancho y se incubarOn con los sueros de los 

cerdos: posteriormente se incubó con un anticuerpo de conejo anli-ganlaglobulinas totales 

del cerdo conjugada a biotina: y finalmente se incubaron con estreptavidina-peroxidasa. 

Las tiras se revela~on con el substrato que contenia peróxido de hldrogeno y 3,3'­

diaminobenzidina y aa reacción se detuvo lavando exhaustivamente con agua. Todas las 

incubaciones se realizaron durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación constante, 

los sueros utilizados fueron diluidos previamente en PBS (pH7.2)- BSA(5%)-
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'TWEEN(0.1ºAii); y entre cada incubación laa tiras ae lavaron tres veces de 5 min cada una 

con PBS (pH7.2)-BSA (5%)-'1VVEEN (0.1%) y trea vece• con PBS (pH7.2)-TWEEN (0.1%). 

Separación de células mononucleares .. 

La sangre de loa cerdos con heparin• se mezcló con el mis~ volumen de medio de 

cultivo RPMl-1640 (25 rrM de HEPES, 5 x 1o<>M de 2-mercaptoetanol, 2 rrM de glulamln• 

y 50 mg/ml de gentamicina) y fue centrifugada 30 min a 800 x g a 4 •e en un gradiente de 

Ficoll-Hypaque (Lymphopaque, Pharmacia, Upspsala S\Neden). Las CMN ae colectaron de 

la interfase, se lavaron dos veces con RPMl-1640. se determinó su viabilidad celular con 

azul tripan y se ajustaron a una concentración final de 1.5 x 1a8 células viables (~ a 95%) 

por mi de medio RPMl-1640 con 10º/o de suero fetal bovino (Rose et al., 1992). 

ldentificac:lón de la• poblaciones c:elulanta de -ngre periférica por Cltomelria de 

Flujo. 

Las CMN sa ajustaron a 1 x 10• células viables("- a 95%) por mi de Buffer da lavado 

(PBS, pH7.2; BSA. 0.4%; Na~N. 0.1o/o; EDTA. 0.01o/o). El método para identificar células 

con un marcador se realizó en dos incubaciones. En la primera incubación se utilizaron los 

anticuerpos anti-CD2. anti-monocitos o anti-lgM; y en la segunda un anticuerpo de cabra 

anti·lgG de ratón con FITC. Las concentraciones óptima• de cad• anticuerpo fueron 

determinadas previamente. Todas las incubaciones fueron de 15 mina 4"C y entre cada 

incubación las células so lavaron dos veces; para los lavados y para las diluciones de los 

anticuerpos, ae utilizó el la solución de lavado mencionada anteriormente. Las células se 

analizaron por Citometria de Flujo (FACSCalibur, Becton&Dickinson, Mountain. Cal. USA) 

(Zuckermann et al., 1996). 
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fdentificación de 1•• aubpoblacionea de Hnfocltoa T por CJtomelri• de Flujo. 

Las CMN se ajustaron a 1 x 108 células viables (~ a 95%) por mi de solucHln de 

lavado (PBS, pH7.2; BSA. 0.4o/o; Na,N, 0.1%: EDTA. 0.01%). El método para Identificar 

célula• eon dobles marcas se realizó en cuatro incubaciones. En la primera incubación se 
usan anticuerpos de isotipo lgGa. en fa aegund• un anticuerpo de cabr• anti-lgG de ratón 

c;on FITC. en la tercera incubación un anticuerpo de lsotipo lgG.r.. y en la cuarta incubación 

un anticuerpo de rata anU·lgG29 de ratón con PE. Las concentraciones óptimas de 

anticuerpos para la realización de este estudio fueron determinadas previamente. Todas 

las incubaciones fueron de 15 min a 4 •e y entre cada incubación las citlulas se lavaron do• 

veces; para los Javados y para las diluciones de los anticuerpos. se utilizó el fa solución de 

lavado mencionada anteriormente. Las células se analizaron por Citometria de Flujo 

(FACSCalibur. Becton&Dicklnson. Mountain. Cal, USA) (Zuckermann eta! .• 1996). 

En•ayoa de proliferación de CMN en presencia del RvP-PAC3, PHA y ConA .. 

Loa ensayos de proliferación se realizaron por triplicado en placas de microc:ultivo 

de 96 pozos. A cada pozo se ad;cionaron 100 J.d de la suspenclón de CMN (0.15 JC 108 

células/100µ1) y de 10-12 µglml del RvP-PAC3; posteriormente las. células se mantuvieron 

en cultivo durante 6 dias a 37"C y con 5% de C02. o;eciocho horas antes de cosechar fas 

células, se marcaron con 11.JCI de timidina tritiada (,HdTR) por pozo. Las células se 

cosecharon con un cosechador múltiple (Cell Harvester, Brandel. USA) y el papel filtro 

(Brandel. USA) que se deshidrató durante 48 horas a temperatura ambiente. Para 

determinar la incorporación de 3 HdTR. el papel filtro se colocó en viales de centelleo y se 

adicionaron 3 mi de liquido de centelleo. Los viales se leyeron en un contador de radiación 

beta. y los resultados se •JtPresan en cuantas por minuto (c.p.m.) y se analizan por el 

método de t de studenL La proliferación de CMN con PHA (6 µg/ml) y ConA (1 µg/ml) se 

realizaron como se descr;bió anteriormente. pero la estimulación fue de 72 h. 



Identificación de las Subpoblacionea de linfocito• que proUfenm al estimulo Jn.-vltro 

c:on el RP-PAC3. 

En tubos eppendort se incubaron 1 x 1ot' CMN con medio RPMl-1640 y suero fetal 

bovino al 10%, más 12µg/ml del RvP-PAC3. Después de 5 días de cultivo a 37"C con 5% 

de C02 • las célula• •• incubaron en primer lugar con un anticuerpo anti-CD4. en la 

segundo lugar con un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratón con FITC. en tercer lugar con 

un anticuerpo anti-CDS. y en cuarto con un anticuerpo de rata anU-lgGz. de ratón con PE. 

Las incubaciones fueron de 15 min a 4•c y entre cada incubación las células se lavaron 

dos veces: para loa lavados y las diluciones de los anticuerpos. se utilizó el la solución de 

lavado mencionada anleriormente. Las células se analizaron por Citometria de Flujo 

(FACSCalibur. Becton&Dlclúnaon. Mountaln, Cal, USA) (Zuckerrnann et al .. 1996). 

ldenlillc:ación de CMN reconocidas por el RP-PAC3. 

Las CMN se ajustan a 1 x 1o" c:61ula• viables (:O: a 95%) par mi de solución de lavada 

(PBS, pH7.4; BSA. 0.4%; Na,N. 0.1%; EDTA. 0.001%). Este ensayo se realizó en cuatro 

incubaciones. En la primera las CMN se incuban con 150 1.d del RvP-PAC3 Can un titulo de 

1:16 UA; en la segunda con un anticuerpo de conejo anti-RvP-PAC3 FITé; en la tercera 

con los anticuerpos anti-C02, anti-CD4. anti-CDS, anti-linfocitos B o anti-monocitos: y en la 

cuarta un anticuerpo de rata anti-lgG de ratón con PE. Todas las incubaciones se 

realizaron durante 1~ min a 4ºC. excepto la incubación del viru• que fue de 30 min a 

temperatura ambiente; entre cada incubación las células se lavaron dos veces: para los 

lavados y las diluciones da los anticuerpos se usó la solución ·de lavado mencionado 

anteriormente. Las células se analizaron por Citometria de Flujo (FACSCalibur. 

Becton&Oickinson. Mountain, Cal, USA). 
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Susceptibilidad de CMN adherente• y no adherentes. 

A partir de la• CMN ae aepararon las células adherentes y no adherentes incubando 

durante 1 h a 37"C 1 x 10- CMN, posteriormente se lavó cuidadosamente para separar las 

dos poblaciones en un volumen final de 600 J.&I da medio RPMl-1640 suplementado con 

suero fetal bovino al 10%. Las células se Incubaron a 37•c y con 5% de COz durante 5 

días en una placa de mlcroc:ultivo de cuatro pozos. adicionando 300 DICC90 del RvP-PAC3. 

Diariamente ae colectaron 50 µI del aobrenadante p•ra determinar Su actividad aglutinante. 
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RESULTADOS. 

Infección experimental. 

La Infección experimental de los cerdos con la cepa PAc ... 3 del Rubulavirus 

Porcino (RvP-PAC3) •• realizó aplicando 5 mi por via intra-n••al y 3 mi por vía intra­

muscular con un titulo de 104 OICCso- Los primeros signos clínicos que presentaron los 

cerdos infectados se observaron en el tercer día poainoculación (pi). éstos fueron: 

aumento de Ja temperatura corporal hasta 4'o•c. disminución en el consumo de 

alimento, conjuntivitis ligera y estornudos. Entre la segunda y tercera semana de 

infección se observ~· un Incremento considerable en el tamaño de los testículo• y del 

epididlmo en tres de los siete cerdos Infectados: después de la cuarta semana en estos 

animales el tamaño de los teaticulos sufrió una notable atrofia testicular. 

En la a•ptlma aamana pi ae realizó I• eutanaala de todo• loa animal•• para 

identificar los cambios macróscopicoa durante la necropsia y para tomar muestras de 

tejidos para el análisis histopatológico. La mayoría de los órganos y tejidos de los 

cerdos infectados nO presentaron cambios aparentes durante la necropsia; salvo los 

tres cerdos que in vivo mostraron lesiones perceptibles en los órganos reproductores. 

los cuales consistieron en atrofia testicular y granulomas de 1-2 cm localizados 

principalmente en la región de la cabeza del epididimo. El análisis histopatológico 

reveló que los siete animales infectados presentaron alteraciones histológicas en los 

testiculos y el epididimo, aunque la severidad fue mayor en los animales con 

granulomas (tabla 3). El testículo presentó zonas de vacuolización y destrucción de las 

células germinales, aumento en el número de células de Leidyg, infiltrado de células 

mononucleares y lesiones granulomatosas en el tejido Intersticial (figura 1 ). En 

epididlmo se observó la presencia de granulomas bien definidos localizados 

principalmente en la cabeza. caracterizados por un Infiltrado mononuclear, con bordes 

delimitados por una densa zona de macrófagos y en el centro cavidades conteniendo 



células gigantea multinucleadas. célula• neaólicaa y eaper1n9tozoidea. algunos de 

ellos fagocitadas por mmcrófagaa y células gigantea. Ademá• d• encontrara• dentro de 

loa limites del granuloma. loa eapermatozaidea fueran lacafizadaa en el tejido 

interaliciaf que aepara loa conducto• epididimariaa (figura 2). En laa zonas cercana• al 

granuloma pudieron observarse túbuloa destruidos con perdida del epitelio 

pseudaestraificado. 

Figura 1. Lesiones hlstológleas de lesUculo (pag 27). Después del sacrifico se tommon mueslras de 
1esUculos, fas cuales se fijaron en tonnOI al 10% )' se p<ocesaron para su evaluación hislopatOlóglca. A, 
1esUculo normal; B, tesllc::ulo ccn lesión granulomatosa (flecha cor1:a) )'con vacuollzaeión )' deslruccfón 
de las células germinales (tleeha larga), aumenlo 75x; y e, tesUCUlo con aumento en ef número de 
oéiulas de leyding (rleeha corta),)' c:on con vaeuoUzación·)' destrucción de las QJufas genninafes (flecha 
larga), aumenlo 300x. 

Figura 2. Lellon•• hlitDl6glca d• epidldlmo 111911 28). OHP"•• del _,,leo M tomwon muHlra• de 
epldidlmo Ju cuales •• fijaron en formol al '°" y se procesaron para su evaluación hlstopalológlC'8. A, 
epldidimo normal; e. epldidlmo con lesión granulomatosa, aumento 40•; c. epidfdimo con lesión 
g(&OUlomatosa (tleeha COl1a) )' con céruras gigantes (fleeha larga). aumento 75JC; y O, epididimo con 
lesión granulomalosa y presencia de espennalozoldes (tlecha larga). aumenlo 300x. 
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Salid• de 
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Teaticulo 

Cerdos ain Cerdoacon 
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+ +++ 
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Epldidlmo 

Cerdoaaln Cerdos con 
qranulom• qranuloma 

++ 

+ +++ 

+ +++ 

+++ 

++ 

+++ 

Detección del +~ 
antígeno viral por IFD 
Tabla 3. Lesiones hislopatológlcas del tesllcufo y epidldimo. Después del sacnuco se tomaron muestras 
de los les1iculo y epldidimo las cuales se fijaron en formol al 10% y se procesaron p.a su evaluación 
hlstopatológica e lnmunoflourescencla directa (IFO). 1. sin granuJoma a la necropsia: 2, presencia de 
lesión granulomatosa difusa en el tejido lnterstecial del testiculo; 3, sólo en uno de los cerdos de esle 
grupo se delee1ó antigeno viral. 

29 



Detección del antígeno viral mediante lnmunoOoureacencia. 

Después de analizar las lesiones histológicas del epididimo y del testículo. se 

determinó la presencia del antígeno viral en Jos tejidos con lesiones. utilizando un 

suero de conejo anti-RvP conjugado a FITC. Cuatro de loa cerdos infectados mostraron 

reacción positiva en la cabeza del epldidimo. lo cual se observó como una reacción 

citoplasmática focal en el epitelio de loa túbulos adyacentes al granuloma (figura 3). en 

Ja pared tubular cercana a vasos sanguíneos y en las células mOnonucleares del tejido 

intersticial (figura 4). No se detectó antígeno viral en zonas del epJdídimo. 
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Fig. 3 Identificación de antlgeno viral en el epidldimo. Cortes de 
tejidos analizados mediante inmunofluorescencia indirecta con lgG 
de conejo anti-rubulavirus porcino más conjugad'o fluoresceinado 
de cabra anti-conejo. A. Cerclo testigo no infectado. B. Cerdo 
infectado, nótese fa abundancia de antlgeno viral en las 
proximidades de los vasos sanguineos y en la membrana basal del 
epitelio. Aumento 10x. 



Fig. 4 Identificación de CMN antlgeno-positivas. Cortes de 
epjdidimo de cerdos infectados fueron analizados mediante 
inmunofluorescencia. A. En el epitelio se observan células 
portadoras de antigeno viral infiltrando la membrana basal, nótese 
además la presencia de antlgeno en las células epiteliales (flecha). 
B. En el tejido intersticial se observan abundantes cefufas antigeno­
positivas. Aumento 40x. 



RESPUESTA HUMORAL 

Determinación de Anticuerpos contra el RvP-PAC 3 

La respuesta humoral al Rubulavirus Porcino se evaluó determinando el titulo de 

anticuerpos por inhibición de la hemaglulinaclón (IH) y neutralización viral. Antes del 

experimento se comprobó que ninguno de cerdos tenia anticuerpos contra el RvP. Los 

resultados muestran que la infección experimental con el RvP-PAC3 Induce fa 

presencia de anticuerpos neutralizantes a partir de la primera semana de Infección e 

inhibidores de la aglutinación a partir de la segunda semana (figura 5). El análisis de 

Jos títulos de anticuerpos se realizó en base al grado de lesión que presentaron los 

cerdos Infectados experimentalmente, es decir. los animales con granuloma 

macroscópico y sin granuJoma: identificando dos tipos de respuesta que correspondia 

con el tipo de lesión. Los cerdos 1. 4 y 6, que desarrollaron granulomas. presentaron 

loa titulo• de •ntlcuerpoa IH m•• elev1do•. 1211 y 256 unld•d•• lnhlbldorH d• I• 

hemaglutlnaclón (UIH); Htoa tíluloa ae m•nluvleron en laa algulentea semanas y 

disminuyeron en Ja séptima semana de infección a 64 UIH. Por el contrario Jos cerdos 

2. 3, 5 y 7 (que no desarrollaron lesiones macroscópicas) presentaron títulos bajos de 

IH, Jos cuales se mantuvieron constantes durante todo el experimento, mostrando como 

títulos máximos 32 y 64 UIH. En Jos ensayos para identificar los anticuerpos 

neutralizantes se observó el mismo comportamiento, es decir, es decir un grupo con 

títulos aJtos (cerdOs 1. 4 y 6) y otro con bajos (cerdos 2, 3. 5, y 5). Los cerdos del 

primer grupo mostraron anticuerpos neutralizantes desde la primera semana de 

infección, alcanzando Jos títulos más elevados durante Ja tercera semana, 1024 y 2046 

unidades neutralizantes (UN): los cuales permanecieron altos hasta la séptima semana 

de infección en qu·e disminuyeron a 512 y 256 UN. El segundo grupo de cerdos mostró 

títulos bajos de a_nticuerpos neutralizantes, presentando como máximo 128 y 64 UN. 

Con base en estos hallazgos decidimos realizar el análisis de los resullados en 

correlación a la presencia o no de granuloma aparente en Jos cerdos Infectados. 
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Figura 5. Titulo de anticuerpos. Antes y después de la Infección so tomaron muesl~ns de snngre para 
separar el suero se determinar el titulo de anticuerpos por Neutralización Viral (NV) e Inhibición de la 
Hemaglutlnaclón (IH). 1-7. las semana de Infección y cada barra represenla los tllulos de anticuerpos por 
animal. 

La glicoproteina HN ea el antígeno reconocido durante la Infección por el 
Rubulavirua Porcino. 

Además de identificar la respuesta de anticuerpos en los cerdos infectados. se 

identificó la cinética de reconocimiento de las proteínas virales durante las diferentes 

semanas de infección: para esto se realizaron electroforesis de en geles de 

poliacrilamida y posteriormente las proteínas virales fueron transferidas a membranas 

de nilr-ocelulosa: se cortaron en y tiras se incubaron con los anticuerpos séricos 

obtenidos de cerdos con diferentes tiempos de Infección. Los resultados mostraron que 

Ja proteína Hemaglutinina-Neuraminidasa (HN) es inmunodominante en relación con 

las demás proteínas del Rubulavirus Porcino. ya que a partir de la segunda semana de 

infección y en las siguientes. esta proteina fue reconocida por todos los sueros, 

mientras que los anticuerpos de seis cerdos reconocieron la proteína M y sólo cinco 

reconocieron a la proteína NP a partir de la quinta semana de infección (figuras 6 y 7). 
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Flg. 6. lnmunotrnnsfcrenclas. Se llicleron co1Timlentos elcctroforétlcos del RvP·PAC3 en geles de 
pollacrilamida y se transfirieron a membranas de nilrocelulos~; se cortaron tiras de 0.5 cm de ancho, se 
bloquearon con PBS·LECHE y se lncuboron con los diferentes sueros de los cerdos lnfectndos 
eJCperhncnlalmente. Poslerionnente se incubó con un onllcuerpo do conejo nnti-gamaolobullnns totales con 
biotina y después con eslreptavldina-peroxldasa: las liras se revelaron con diamlnobenzldlna y la reacción se 
detuvo lavando exhaustivamente con agua. 1, 2 y 3, tres sueros de cerdos Infectados tomados al azar; A·E, 
semanas 1·5 posinfeoción; y F, semana 7 posinfección. 
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Figura 7. Pon;;entaJea d• reGOflOC:imlenlo de 1•• prgleinaa del Rubul•vlna Pordno. C9apu6a do realizar 
la electroforesis en geles de pollac:rilamlda al 10% con sos. las proteinas virales se trwlSllrieron a papel 
de nitrocelulosa. se bloquearon y cortaron en tiras de O.Scm de ancho. Las tiras se Incubaron con los 
sueros de los cerdos con diferentes tiempos de Infección y con un antl·IQG de cerdo biollnllado, 
posteriormente se Incubaron con extravldlna·peroxidasa y se revelaron con 4-doroalfanallol; la reacción 
se detuvo lavando exhaustivamente con agua. 
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RESPUESTA CELULAR 

Reapueata proliferativa de células mononuclearea a lectlr:-•• mllogénicaa y al 

Rubulavirua Porcino. 

Des~ués de. separar las CMN con gradientes de Ficoll-Hipaque. el número de 

células se ajustó a 1x108 /ml, se estimularon con las lactinas Con A (1µg/ml) o con PHA 

(8µg/ml) y se marcaron con 11-1C de 3 HdTR: la incorporación de marca radioactiva se 

determinó en un contador de centelleo beta. Los resultados ae expresan en c.p.m y 

representan 1• media ± 1• desviación est•ndar de ensayos realizados por triplicado. La 

estimulación ba••! se determinó con las c.p.m. de células ain estimular. las cuales 

siempre tUeron menores a 1000 c.p.m. (datos no mostrados). 

ProllfereGl6n celular lnduGlda por Con A. Loa enaayoa ·de prollferaGlón de la• 

CMN en preaancle de Con A en loa Gerdoa teatlgoa (no lnfectedoa) moatraron indice• 

de estimulaclón comprendidos entre eo.ooo y 95.000 cpm durante todo el experimento. 

Cuatro de los 7 cerdos infectados experimentalmente con el RvP (2. 3. 5 y 7) no 

presentaron difere.ncias en ta respuesta a Con A con respecto a los cerdos control; sin 

embargo los cerdos 1. 4 y 6 que también fueron infectados experimentalmente 

mostraron una disminución en la su respuesta. La disminución en la respuesta del 

grupo de cerdos que desarrollo granuloma se presentó en la primera y segunda 

semana de infección con menos de 20 000 c.p.m. (p<0.001), en la tercera semana este 

grupo mostró un incremento en la respuesta (60 000 c.p.m.): y en la cuarta semana la 

incorporación de 3 '""'dTR no presentó diferencias con respecto a los cerdos control y los 

cerdos con granulomas. Durante las siguientes semanas de infección la respuesta se 

mantuvo sin diferencias entre los cerdos control e Infectados sin granulomas y con 

granulomas por el resto del experimento (figura B). 
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. Flgura B. Respuesta proUreraliva de células mononucleares a Con A. Semanalmente se separaron 
células mononucleares y se eslimularon durante 72h con la lectina Con A (1µg/ml); se man:aron con 1JJC 
de ~HdTR durante 18h. Los resullados reprnsentan la media ± la desviación estándar de las c.p.m. de 
ensayos realizados por·tripllcado. Linea discontinua. 3 cerdos control sin infectar; •. cerdos 2, 3, 5 v 7 
infedados con el RvP sin lesiones granuloma; y o. cer-dos 1, 4 y 6 Infectados con el RvP con granuloma. 

Proliferación celular inducida por PHA. En Jos ensayos de estimulación de 

CMN con PHA Jos cerdos controles mostraron indices de proliferación comprendidos 

entre 80,000 y 110~000 cpm a lo largo del experimento. En los cerdos infectados no se 

observó un comportamiento homogéneo en sus valores de estimulación con PHA 

durante todo el experimento. sin embargo. no se presentaron diferencias significativas 

entre los cerdos con y ain granuJomas. ni de éstos con los cerdos testigos (figura 9). 
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Figura 9. Respuesta prollferatlva de células mononucleares a PHA. Semanalmente se separaron células 
mononude•ea. so estimularon durante 72h con la 1ectlna PHA (Bµg/ml) y so marearon con 1 µC de 1HdTR durante 11h. Los reaultadoa repre1entan la media :1: la de1vlación e1t6ndar de las c.p.m. de 
ensayos realizados por tripUcado. Linea dlsc:on11nua, 3 cerdos control sin Infectar: e, cerdos 2, 3. 5 y 7 
Infectados con el RvP sin granuloma: y o. cerdos 1, 4 y & Infectados con el RvP con granuloma. 

Proliferación celular inducida por el RvP. Para la evaluación de la respuesta 

proliferaliva al RvP, las CMN se estimularon en presencia del &ntigeno viral 

concentrado del sobrenadante de células PK-15 infectadas con el RvP-PAC3 (10-

12µg/ml) y un control de antígeno negativo, que consistió ª':' un sobrenadante de 

células PK-15 sin infectar (10-12µg/ml); las CMN se marcaron durante 18 horas con 

1µC de 3 HdTR y la incorporación de la marca se determinó en un contador de centelleo 

beta: los resultados se expresan en c.p.m. y representan la media ± la desviación 

estándar de ensayos realizados por triplicado. La estimulación inespecifica se 

determinó en las células sin antígeno (medio de cultivo), la cual en todos los ensayos 

fue menor a 1000 c.p.m: de la misma manera, la presencia del antígeno negativo no 

indujo la proliferación de las CMN de los animales infectados ni testigos (datos no 

mostrados). En experimentos previos determinamos que se requieren 5 dias de 
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estimulo antigénico para iderltificar Jos niveles máximos de incorporación de 3HdTR 

durante Ja respuesta inducida por el RvP (datos no mostrados). por lo tanto los datos 

siguientes se obtuvieron en experimentos realizados con 5 días de incubación con el 

virus. 

Los resultados de la eslimulación con el virus en las CMN de los animales 

infectados mostraron un comportamiento bimodal similar al que observamos con fa 

Con A:. las CMN . de los cerdos 2. 3. 5 y 7 presentaron indices de estimulación 

comprendidos entre 15.000 y 25,000 cpm; mientras que Jos cerdos 1, 4 y 6 

desarrollaron valores de estimulación entre 3,500 a 10.000 cpm. En ambos casos la 

respuesta inducida por el virus fue perceptible a partir de la segunda semana de 

infección. con una tendencia ascendente que alcanzó su punto máximo en la cuarta 

semana, disminuyendo gradualmente en Jas siguientes semanas del experimento 

(figura 10). La eslimulación de CMN de cerdos testigos con el antígeno viral no indujo 

Incremento •lguno·en loa v•lore• b••ele• de proliferaclón. 

2 3 4 5 
Seman•• de lnfeccl6n 

Figura 10. Respuesta prollferallva de células mononucleares a CMN. Semanalmente se separaron 
células mononucleares, se estimularon durante 72h con el Rubulavirus Porcino (10-12µg/ml) V se 
marcaron con 1µC de 3 HdTR durante 18h. Los resullados representan In media.± Ja desviación estándar 
de las c.p.m. de ensayos realizados por triplicado. Linea disconllnua, 3 cerdos control sin Infectar; •. 
cerdos 2, 3. S y 7 Infectados con el RvP sin granulomas; y O. cerdos 1. 4 y 6 Infectados con el RvP con 
granulomas. 
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Identificación de poblaciones celulares en aangre perlférlc•. 

La identificación de poblaciones celulares se realizó por citometria de flujo 

utilizando anticuerpos monoclonales contra las moléculas porcina• CD2 (linfocitos T). 

lgM (linfocitos B) y M.1 (monocltos y macrófagos) y segundos ·anticuerpos conjugados a 

FITC .. Para determinar la intensidad de la fluorescencia de cada marcador las células 

se analizaron con histogramas (figura 11 ). 

W~. ·~ .I·~ . ~ .. t---..'.'..'-! 
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Figura 11. Histogramas de las poblaciones C02+. Linfocitos B y monocitos. Después de marca las 
células mononucieares antes y después de la Infección con los anlicuerpos an11-CC2, anli-lgM y anll­
monocitoslmacróragos, y con segundos anllcuerpos conjugados con FITC. PosteriOf"menle las células se 
analizaron por citometria de rlujo. · 

Determinación de Linfocito• T .. En los cerdos infectado• la proporción de 

poblaciones celulares sufrió modificaciones importantes. Las células CD2+ de los 

cerdos 2, 3, 5 y 7 (sin granulomas) se incrementaron durante la primera y segunda 

semana de infección, 40 y 16°/o, respectivamente; mientras que los animales con 

granulomas (1.4 y 6) no presentaron cambios en ese momento. En la tercera semana 

ambos grupos de animales presentaron una reducción cercana al 20o/o en las célula• 

co2•; sin embargo, en la cuarta semana ambos grupos mostraron una recuperación 

que ascendió 16°/o sobre los valores del grupo control (figura 12-A). 
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Determinación de linfocito• B. En Jos cerdos infectados 2. 3, 5 y 7 (sin 

granulomas) se observó una tendencia decreciente irregular, ya que los porcentajea de 

células lgM+ disminuyeron 26% en la primera semana. regreaaron a loa valorea 

normales en la segunda, y volvieron a disminuir en Ja tercera y cuarta semana· 30 y 

25% respectivamente, todo esto en relación al valor de los ce~dos testigos. Mientras 

que en los cerdos con granulomas (1. 4 y 6) se presentó un ligero aumento en las dos 

primeras semanas de 6 y 12%; pero en la tercera y cuarta semanas Jos valores de esta 

población bajaron 30 y 45% respectivamente (figura 12-B). 

coz• Unladto.• -

Figura 12. Porcentajes celulares co2·. de linfocilos B y Monocilos/macrófagos. Semanalmen1e se 
separaron las CMN, se marcaron con un anticuerpo monoclonal anll-CD2, anU-lgM o anll­
monocltos/macrófagos, y se anaJlzaron por citometria de flujo. Línea dlsconllnua, 3 cerdos control sin 
infec1ar. e, cerdos 2. 3, 5 y 7 Infectados con el RvP sin granutomas; y o. cerdos 1. 4 y 6 infectados con 
el RvP con granuJomas. 

Determinación de Monocitos. A diferencia de lo observado en Ja determinación 

de linfocitos T y B, los valores de monocitos y macrófagos (""11+) presentaron una 

tendencia similar en los dos grupos de cerdos infectados. Durante la primera semana 

de infección. la población M1+ aumento 123% en los cerdos sin granulomas y 59% en 

los cerdos con granulomas: en las siguientes semanas esta población disminuyó 

drásticamente (aproximadamente 55% por abajo del control) en todos los cerdos 

infectados. En Ja cuarta semana los valores de células regresaran a la normalidad sin 
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observarse diferencia• significativas con respecto a loa cerdo• sin infectar (figura 12-

C). 

Identificación de aubpoblacione• da linfocito• T .. 

Además de anallzar los porcentajes de las poblaciones celulares co2•. de 

linfocitos B y de monocitos. •e determinó el comportamiento de tras de la• 

subpoblacionea de linfocitos T del cerdo: loa linfocitos co4•coa-. co4-coa• y 

co4•coa•, las cuales ae analizaron en una gráfica de contorno (figura 13) graficando 

en el eje de las ordenadas a las células Co4•, y en el eje de la• abciaaa a las células 

coa•: en esta gráfica se pueden distinguir cuatro regiones: 1) localizada en Ja parte 

superior izquierda que muestra los porcentajes de linfocito• co4·coe·; 2) localizada en 

la parte inferior Izquierda que muestra las células co4·coe·: 3) localizada en la parte 

superior derecha que muestra los porcentajes de linfocitos co4•coe•; y 4) localizada 

en Ja re"ión lnferigr derec:he q1.1• m11eatr• Jge pgrr;;entejea de Jlnfgc:llQa CD4 ·ces-. En 

loa cerdgs no lnfectadoe loa valoras de las aubpoblaclonea co4•coe·; co4·coe• y 

co4•coa· de linfocitos T correspondieron al 25, 16 y 7°.Ai respectivamente, con ligeras 

variaciones no significativas a lo largo del experimento (figura 14). 

Determinación de linfocitos T co4•coa-. Los resultados de este análisis 

muestran una tendencia decreciente muy parecida entre los dos grupos de cerdos 

infectados. siendo ligeramente menor la reducción en los cerdos sin granuloma. Asi, 

Jos linfocitos co4•coa· disminuyeron gradualmente desde la primera semana de 

Infección, alcanzando el pico más bajo en Ja tercera semana. 62 y 68°/o en relación al 

control, en los cerdos con y sin granulomas, respectivamente. En la cuarta semana la 

población co4·coa- regresó a valores de normalidad únicamente en los cerdos sin 

granuloma, perman~ciendo bajos en los cerdos con granulomas (figura 14-A). 
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Figura 13. Gráfica de contorno. Después de marca las células mooonucleares antes y después de la 
Infección con los anticuerpos anU-CD4 y anll-CDB, y con segundos anticuerpos conjugados c:on FITC y 
PE, las células se analizaron por citomelrfa de flujo. 

Determinación de linfocito• T cc4•cca·. El comportamiento en ••ta población 

fue casi similar en los dos grupos da cerdos infectados. La población de linfocitos co4· 
coa• aumento 33o/o durante la primera semana de infección en los cerdos que no 

presentaron granulomas y 17o/o los cerdos con granutomas. En las siguientes semanas 

la población disminuyó. y en la tercera semana se observó una disminución del 19o/o en 

los cerdos sin lesiones y 12°/o en los cerdos con granuloma. En la cuarta semana la 

población CD4"CD8• Incrementó 23% todos los cerdol Infectados (figura 14-B). 

Determinación de linfocitos T co4•coa•. La población co4•coe• durante 

todo el experimento presentó un aumento gradual mayor al grupo control, con 

excepción de la tercera semana. En la primera semana la población aumento 570/o en 

todos los cerdos infectados: en la segunda semana el aumento fue mayor en los cerdos 

sin granulomas (1ciOo/o). que en los cerdos con granulomas (71%). En la tercer sen1ana, 

como ocurrió con las otras poblaciones de linfocitos T, las células co4•coa• 
disminuyeron 45º/o con respecto al grupo control y en la cuarta semana esta población 



aumento 60% en los cerdos ain granulomas y 20o/o en loa cerdos con granulom11a con 

respecto a los cerdos sin infectar (figura 14-C). 
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Figw• 14. Porcen1•l•• celU••• de linfocito• co••coa· (A). co4·coa• (B) y co4•cca•(c). Sem.-menle •• 
separaron las CMN. •• m•cson con ui entiCU9rpo monoclonal .mt-CD4 y .-.ti-CDS, y •• .....Uz..an por 
citometrl• de flujo. Linea discontinua. 3 cerdos control sin Infectar: •. cerdos 2, 3, 5 )" 7 Infectados con el 
RvP aln granulomaa: y o, cerdoa 1, 4 y e lnfeewdos con el RvP con granulomu. 

Identificación de las aubpoblacione• de linfocito• T que predominan durante el 

estimulo con el Rubulavirua Porcino. 

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar los porcentaje5: de linfocitos 

co4•coe-. CD4ºCD8• y co4•coe• que predominan despu6a de estimular las CMN 

(1x105 /pozo) durante 5 días con el RvP (10-12µg/ml); utilizando como testigo positivo 

de la proliferación celular la PHA (Bµg/ml) y como testigo negativo medio de cultivo sin 

antigeno. Las células se analizaron por citometría, graficando el tamaño de las células 

(eje de las ordenada~) contra la granularidad (ejes de las abcisaa), distinguiendo dos 

subpoblaciones: una población de linfocitos pequeños (R1) y una población de 

linfoblastos (R2) (fig~ra 15). Con este análisis observamos que las células control que 

no fueron estimuladas, la mayor parte correspondió a los linfocito• pequeños; mientras 

que en las células estimuladas con el virus. observamos un aumento en la población de 

linfoblastos: y en las células estimuladas con PHA, la mayor propOrCión celular 
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correspondió a loa linfoblaatoa (figura 15). Loa porcentaje• de linfocito• Co4•. coa• y 

co4•coa· fueron determinado• en 'ªª poblacione• de linfocito• pequeño• y de 

linfobfastos obtenidos ·después de la eslimulación con el RvP o con PHA (figura 16). 

Figura 15. Gráfica de tamaño celular. Después de eslimular las células mononudeares con el virus, con 
PHA o Sin estimular. fueron analizadas por cilomelrfa grafJcando el tamat'io conlra la granularidad 
celular. 

Determinación del fenoUpo de llnfoclloa pequeftoa. El análisis de la 

población de linfocitos pequeños mostró que al estimular laS células con PHA se 

incrementaban 123% 'ºª porcentajes de linfocitos co4•coa· (de 17% a 38%), los 

linfocitos co4·coa• no mostraron cambios importantes. y Jos linfocitos co4•coa• 
disminuyeron 57°.Aii (de 7% a 4%). En las células estimuladas con el virus observamos 

un incremento del ea.% (de 17 a 32%») en Jos porcentajes de linfocitos co4•coa·: los 

porcentajes de linfocitos co4·coa• no presentaron cambios Importantes y la 

disminución en los porcentajes de linfocitos co4•coa• fue similar a las células 

estimuladas con la PHA. 

Determinación del fenotipo de linfoblaaloa. La población de linfoblaslos 

presentó los cambios más interesantes, ya que al eslimular las células con PHA, el 

incremento en los porcentajes de linfocilos co4•coa· fue de 190% (del 20% al 58%); 

mientras que loa linfocilos co4·coa• aumenlaron 15% (de 19 a 22%) y loa linfocitos 
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co4•coe• disminuyeron 20% (de 10% a 8°AJ). En las células que fueron estimuladas 

con el virus. se observó que los linfocitos co4•coa· incrementaron 95% (de 20 a 39%), 

los linfocitos co4·coe· disminuyeron 26% (de 19 a 14%) y los linfocitos co4•coa· •• 

incrementaron 110% (de 10 a 21%), ea decir 25% más que loa porcentajes de linfocito• 

co4•coa·. Esle cambio en el fenotipo de los linfoblastoa hacia célula• doble positiva• 

inducido por la eslirt~ulación con el RvP no fue observado en las células testigo 

estimuladas con PHA. 
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Figura 16. Gráfica de conlomo. Después de esrlrnular las células mononuclcares con el vJrus, con PHA o 
sin estimular, las células mononucieares se marcaron con los anticuerpos anH-CD4 y anll·CD8, y con 
segundos anticuerpos conjugados con FITC y PE, y las células se analizaron por cilomelrfa de flujo. Rt. 
Corresponde a Ja población de llnfocUos pequeflos; y R2, corresponde a la población de llnfoblastos. 
delermlnadas en fa gráfica 15. 
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ESTUDIO DE LA INTERACCION VIRUS-CELULAS 

Población de CMN reconocida por el RvP-PAC3. 

Para determinar la población celular que el virus reconoce y que podría sor 

utilizada como medio de transporte y/o como blanco para ta multiplicación. las CMN se 

incubaron RvP y después con los anticuerpos monoclonales específicos para las 

diferentes poblaciones celulares del cerdo y con anticuerpos policlonales contra el 

RvP-PAC3. analizando las células por cltometria de flujo. Loa resultados muestran que 

el virus ea capaz de reconocer a monocitos y macrófagos (M1+). linfocitos B (lgM+) y a 

linfocitos T (CD4• y coa•). La interacción del RvP fue diferent~ con cada una de las 

poblaciones celulares analizadas. reconociendo en o..-den decreciente: 43% de los 

monocltos y macrófagos. 30º/o de los linfocitos B y 19% de los linfocitos T totales 

cco2•); y de estos últimos 21º/o de las células coa· y 17% de células co4• (figura 17). 

Suaceptibllidad de célula• adherente• y no adherente•. 

Como el hecho de reconocer una población en especial no indica 

necesariamente que esta pueda ser blanco de la infección. se realizaron infecciones 

experimentales de células adherentes y no adherentes. para determinar mediante la 

actividad aglutinante de los sobrenadantes. e identificar si el v.lrus es o no capaz de 

multiplicarse en ellas. Las poblaciones adherentes y no adherentes se separaron en 

una placa de microcullivo. se infectaron con 300 DICC50 del RVP-PAC3 y se tomaron 

muestras del sobrenadante a diferentes tiempos para determinar su actividad 

aglutinante con eritr~citos de bovino al 0,5°/o. Los resultados mostraron la presencia de 

actividad hemaglullnante en los sobrenadantes de las células adherentes después de 

48 h de infección. además de observar la formación de sincicios y lisis celular a partir 

de las 72 h de infección. la viabilidad de estas células se redujo 50o/o a las 118 h. En la 

población de células no adherentes infectadas. no se identificó actividad 

hemaglutinante en los sobrenadantes, sin embargo a partir de las 24 h de infección la 
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viabllldad celular fue disminuyendo haata el 20% (pérdida del 80°/o de la población 

celular) despuis de 118 h da infec::c::lón en que se detuvo el experimento (figura 18). 

~6r¡~~ ~7 ~~01~~~:1r~~ ~o e:~ =".,~~~~~~¿'~. R~:';:~l~~º~C:.~1~~;.¡~~:~.~:•=:1r: 1a: 
diferentes poblaciones celulares, V finalmente con un anllcuerpo contra el RvP: posterlonnenle las 
células analizaron por cUometda do flujo. Cada barra representa la media :t la desviación estándar de 
cuatro cerdos. La barra blanca indica el porcentaje de la población, v la barra con Hneas diagonales el 
porcentaje de la población que es reconocida por el virus. 
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Figura 18. Susi;:eptlbllldad de células adherenles y no adherentos. Después de separar las pobladones 
de c61ulas adherentes y no adherentes en placas de mlcrocuUlvo. ae lnlectaron con 300 DICC10 y se 
mantuvieron en cultivo durante 118 h. Cada dia se tomaron muestras para determinar la acUvldad 
aglutinante con eritrocitos de bocino al 0.5%: llnea continua, curva de actividad aglutinante: linea 
disconUnua, vlabilldad celular; circulos, células adherentes; y cuadrados, células no adhercn1es. 
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DISCUSION. 

En este trabajo se evalúan diversos parámetros para conocer algunos aspectos 

de la respuesta inmune celular y humoral de cerdos infectados experimentalmente con 

el RubuJavirus Porcino (RvP}. agente causal de la enfermedad del Ojo Azul de los 

cerdos. Esta enfermedad se caracteriza por afectar animales de todas las edades 

provocando alteraciones neurológicas, respiratorias y reproductivas (Stephano et al .• 

1981; Stephano et al .• 1968). estas últimas presentan la formación de granufomas en 

epididimo y atrofia testicular (Campos et al .• 1991). 

Desde los primeros brotes de la enfermedad del Ojo Azul de los cerdos en 1981 

(Stephano et al.. 1981), distintos reportes han permitido conocer algunas 

características biológicas del Rubulavlrus Porcino (Stephano et al .• 1983; Moreno-López 

et al., 1986; Sundqvist et al .• 1990; Berg et al .• 1991; Sundqvist et al .• 1991; Berg et al .• 

1992a; Reyes-Leyva et al., 1993a; Reyes-Leyva et al.. 1997). asi como algunos 

Hpectoa de lea lealonea que provoce el virus en cerdos Infectado• netural y 

experimentalmente (Stephano et al., 1988; Pérez et al,. 1988; Campos et al .• 1991; 

Allan et al., 1996). Sin embargo. se desconocen Jas características de la respuesta 

inmune de tipo humoral o celular aJ RvP, asi como Jas lesiones histológicas de cerdos 

adultos con granulomas en epididimo y con atrofia testicular. 

En este estudio se infectaron experimentalmente 7 cerdos machos de seis 

meses de edad ·provenientes de una granja libre de RvP y sin antecedentes de la 

enfermedad. La 'infección experimental se reaJizó por vía intranasal, y fue posible 

reproducir Jos signos clinicos reportados previamente en animales infectados en forma 

natural (Campos et a/., 1991); Jos cuales se caracterizan por Ja formación de 

granulomas en epididimo, apreciables a partir de fa segunda semana de infección, y Ja 

atrofia teslicuJar después de 7 semanas de infección. La presencia de Jos granulomas 

se observó macróscópicamente sólo en tres de Jos siete cerdos infectados. en Jos 

cuales, el análisis del eyaculado mostró una gradual disminución en Ja concentración 

de espermatozoides a tal grado que JJega a ser imposible identificarlos en el eyacuJado. 

sin embargo, el volumen total del eyaculado y el libido del animal permanecieron sin 
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cambios (Ra.mircz en preparación). Estos resultados e)(plican la disminución en lo~ 

porcentajes de fertilidad observados en brotes naturales de la enfermedad (Campos 

1991. CONASA 1995). Realizando el análisis histológico del testículo y el epididimo 

logramos identificar lesiones semejantes a las Identificadas por otros Investigadores en 

cerdos de 8 meses !=le. edad infectados experimentalmente (Ramirez en preparación); 

en nuestros resultados se observó que la severidad de la leSión fue menor en los 

cerdos sin granuloma e_n comparación con los cerdos que si presentan granuloma. Las 

características de las lesiones histológicas como la vacuollzación, destrucción e 

hipcrcromalismo de las células gorminales: así como la destrucción del epitelio 

pseudoestratificado, sugiere que estas células son el sitio de multiplicación viral. Un 

cuadro histopatológico similar ha sido observado en los testículos y epididimos de 

jóvenes infectados on forma natural con el virus do Ta parotidilis humana (Robbins et 

al., 1984). 

El RvP ha sido aislado a partir de diferentes órganos de lechones Infectados 

natural y experimentalmente (Stephano et al •• 1988; Allan et al .• 1996); mostrando una 

amplia multiplicación en el ~istema nervioso central. pulmón y órganos linfáticos 

asociados al tractc;> respiratorio: se ha confirmado la presencia del antígeno viral 

mediante inmunoflourescencia en esos tejido; sin embargo, en estos animales no se ha 

demostrado la presencia del virus en órganos reproductores (Alfan et al .• 1996). En 

cerdos adultos inf~ctados experimentalmente se ha logrado aislar al RvP a partir del 

semen y de diversos órganos reproductivos, como son el cpididimo. los tcsticulos y las 

glándulas bulbour~trales (Ramirez en preparación). En este trabajo se Identificó Ja 

presencia del antígeno viral en cortes histológicos solamente de los epididimos que 

mostraban las lesi~nes descritas con anterioridad, lo que confirma que dichas lesiones 

son el resultado de. la multiplicación viral en estos tejidos. Reyes-Leyva et al .• (1993a) 

realizaron ensayos de competencia con diferentes azúcares con ·eJ objeto de estudiar el 

tropismo tisular del RvP; observando que. como en otros paramlxovirus, el RvP 

reconoce moléculas ricas en ácido siálico, siendo el oligosacárido sialilu2,31actosa el 

único capaz de inhibir las actividades hemagtutinante y formadora de sincicios del 

virus. Nuestro grup·o ha demostrado que la oxprestón do la molécula slalilu.2.31actosa 
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en la membrana celular es determinante en la susceptibilidad de células Vero al RvP 

(Reyes-Leyva et al .• 1997). Recientemente. se ha identificado la presencia de 

sialila2.31aclosa en diferentes tejidos de cerdos sanos: sobre todo en el aialema 

nervioso central. principal órgano blanco de la infección en animales neonatoa. En 

cerdos adultos. la expresión de esle oligosacárido disminuye considerablemente en el 

sistema nervioso central. observándose por el contrario un notable incremento de su 

expresión en el epididimo y tesliculo de estos animales (Reyes-Leyva en preparación). 

Todo estos dalos indican que el oligosacárido sialilu2.31actosa es importante en la 

determinación del tropismo viral y Ja susceptibilidad tisular a la infección. La 

identificación del virus en órganos reproductivos de cerdos adultos y el tipo de lesiones 

observadas en este trabajo sugieren que el RvP es responsable de la formación del 

granuloma. 

En cuanto a la respuesta humoral al Rubulavirus porcino, la implementación de 

técnicas para det~ctar anticuerpos especificos contra en RvP (Gay 1989; Hernández­

Jliuregul et •l., 11111211; Remirez et •l., 111116) ha permitido r••liz•r ••ludio• 

epldemlol6gicos para conocer la distribución de la enfermedad en la República 

Mexicana (Carraón et al .• 1989). En la respuesta inmune a otros paramixovirus como el 

virus de parainfluenza 3 0 se ha reportado que los anticuerpos dirigidos contra la 

proteína HN se identifican desde el primer contacto con el virus y aumentan 

progresivamente con las reinfecciones: mientras que los anlicue.rpos contra la proteína 

F se detectan solo después de múltiples infecciones. En el caso del virus 

parainfluenza, se ha observado que el titulo de anticuerpos séricos dirigidos contra las 

glicoproteinas virales se correlaciona con el nivel de protección contra la infección (Ray 

et al .• 1990). Este trabajo demuestra que la inoculación experimental del RvP fue capaz 

de inducir la presencia de anticuerpos neutralizantes a partir de la primera semana de 

infección e inhibidores de la hemaglutinación después de la segunda semana: los 

cuales presentaron los titulas más elevados después de la formación del granuloma 

(tercera y cuarta semana de infección). El análisis de la especificidad de los 

anticuerpos. realizado mediante ensayos de inn1unolransferencia. reveló que durante 

las primeras semanas de infección los anticuerpos estári dirigidos contra la 



glicoproteina HN; siendo hasta 'ª cuarta y quinta semanas cuando se detecta ta 

presencia de anticuerpos contra otras proteínas como aon la M y ta NP. 

respectivamente. No obstante que otras proteínas fueron reconocidas. la glicopfoteina 

HN se mantuvo como inmunoc:Sominante durante todo el experimento; a diferencia de la 

glicoproteina F que no fue pasible identificarla debido probablemente a la pobre 

inmunogenicidad de eata proteína (Ray et al •• 1990). Con base en estos resultados. se 

proponer a la proteina HN como un buen candidato para la elaboración de vacunas 

que ayuden al control de la enfermedad en el pais; por lo que en nuestro laboratorio ae 

ha realizado ta sintesls de algunos epitopes inmunogénicos de la proteína HN. los 

cuales se han determina por medio de algoritmos computacionales. los cua\ea son 

reconocidos por sueros de cerdos infectados natural y experimenta1mente con el RvP 

(Zenteno et al .• en preparación). 

Hasta la fecha, los reportes relacionados con ta respuesta inmune celular at 

Rubulav\rus Porcino refieren observaciones clínicas que sugieren que ta enfermedad 

•• autolimltanle, deaputa de algün tiempo deaaparecen lo• •ignos clinic:oa y no •• 
posib1e detectar anttcuerpos contra el virus en los animales que se C(!nservaron en la 

granja (Stephano et al .• 1993). Sin embargo. no se han realt%ado estudios que permita 

identificar la participación de la respuesta celular como determinante de 1a 

autolimitactón de ta infección. En este trabajo se anaiiz.ó la respuesta proUferativa de 

las células mononucleares (CMN) de cerdos infectados y testigos a las tectinas 

fitohemaglutinina (PHA) y Concanavalina A {Con A). las cuales son tnitógenos que 

estimulan la proliferación policlonal de los linfocitos T; la PHA estimula a 1~s células T 

cuando reconoce a la cadena u. Ji o y de\ receptor del linfocito T .(TCR) sin reconocer e' 

comp1ejo C03 (Chilson et al., 1969); por otro lado la Con A estimula los 'linfocitos T 

cuando reconoce compleio CD3 y las cadenas del TCR (Licastro et al .• 1993). 

Et ami.lisis de la respuesta proliferativa de CMN a PHA en loa cerdos. infectados 

y testigos no mostró diferencias significativas entre ellos; por el contrario. en ta 

respuesta prolifera\iv~ a Con A se observó que los cerdos con granulomas 

macroscópicos presentaron una disminución significativa en sus índicea de 

proliferación, durante las dos primeras semanas de infección en comparación con loa 
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cardo• Infectado• que no preaentairon ar•nulomaa visible• y con el grupo de cerdo• •in 

infectar. en loa cuales no•• obaerv•ron cambio• en I• r••puea ... A partJr de I• tercer• 

••mana la reapue•ta a Con A no moatró cambio• en ninguno de loa grupoa. 

Alteraclon•• almllarea ee han reportado en otra• Infeccione• vlr•I•• ..... como el viru• 

del sarampión o con el vlrue d• ta enfermedad del Aujazky. En el caeo del vlrua del 

Sarampión. se ha propueato que el defecto •• preaenl9i debido a la auaencie de 

citoclnaa coeatfmuladora• como la IL-2 Y• que ta admlnlatraclón In vilro de ••la cltocln• 

reataure te prolifereción de tea CMN (Werd ef •f .• 1993; Grlffln et et., 191M1); en 1• 

enfarmeded del Aujezky, edem6a •• h• propueato 1• presencie de elgunoa fectorea 

solubles inducido• po~ el vlrua que Inhiban la proliferación de laa CMN (Chlneakchai et 
al., 1994). Por otro ledo.•• he damoatredo que le Infección de loa monocitoa con el 

vlru• del Sarampión puede aer otra cauaa para que •• preaent• una dJamlnucJón en la 

reapueat• prolifarallve • lecllnea mitog6nlcea (Eaolen et e/., 1993; Grlffin et •f., 11KM), 

debido • que I•• lactin•• mltog6nlcea como la PHA necealtan I• preaencla de c:61ulaa 

praHntadoraa de antlgano, ya que anticuerpos dirigido• contra el MHC auprlmen le 

reapueate prolifarallva inducida por •ata lecllna (Klmura end Eraaon, 19111; Llceatro et 
•'·· 1993). En nuestro• reaultadoa ae ob••rvó que loe cerdo• que pr•••ntan una 

disminución en la respuesta proliferativa a Con A. responden correctamente a la lectlne 

PHA, lo que sugiere que ta alteración en fa reapueeta que presentan loa •nlmatea 

infectados con el RvP, •• diferente • la que •• presentan con el virus del Sarampión o 

con el virua de la enfermed•d de Aujezkl, que provocan dlamlnucl6n en la reepuea .. de 

CMN a Con A. Se ha demoatrado que en la reapueata proliferellv• del linfocito porcino 

a Con A requiere la participación activa d• la porción e del CD3. aai como algunoa 

mecanlamoa d• activeclón intracelular como le p72,.. (Takeuchl et •f., 1993). 

Considerando que ae apreci• una deficiente respuesta • fa Con A en lo• linfocito• de 

algunos animal•• infectados principalmente en la primera y segunda ••mana de I• 

infección, aeria importante evaluar loa mecanlamoa de activación celular mediado• por 

el CD3 o la p72 • .-. en la Infección con el Rubulavlrua porcino. 

L• respuesta proliferativa de laa CMN frente el Rubulavlrua Porcino •• Identificó 

a partir de la segunda aemana de infección. semana en que ae presentan loa 
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granulomas en epididimo. La mejor respueata profiferativ• dti 1•• CMN al RvP •• 

presentó en la cuarta semana de infección y en la siguiente aemana disminuyó 

gradualmente. Estos resultados confirman que la enfermedad de Ojo Azul •• 

autolimitante como se había propuesto (Stephano et al .• 1988). y augiere que et 

proceso se inicia a partir de Ja cuarta semana de infección. después de que se han 

desarrollado las JesiOnea de la enfermedad, debJdo a la eliminación del virus mediante 

mecanismos celulares. Además. podemos proponer que las lrea primeras semanas de 

infección son criticas para el desarrollo de Ja infección, ya que tos animale• con una 

pobre respuesta ininune celular durante este tiempo desarrollan granulomaa en 

epididimo y atrofia téslicular. 

La presencia de linfocitos T dobles posilivos (CD4•cos•res un evento único en 

los cerdos, que se presenta en condiciones normales en sangre periférica y en tejidos 

linfoides (Saalmüeller et al .• 1987; Zuckermann et al .• 1996; Yang et al .• 1996) ); a 

diferencia del humano que en condiciones normales expresa <3% de linfocitos dobles 

po•ltlvoa, y en alguno• proce•o• patológico• expreaa haala un 15% (De Maria et a/ .. 

1987). Resultados recientes sugieren que la población doble positiva del cerdo podría 

representar una estirpe de células de memoria, ya que estas células expresan altos 

porcentajes de la in.tegrina a41n 1. que en humanos se ha relacionado con células de 

memoria, en comparación con los linfocitos co4•coa· (Zuckermann et al .• 1996). 

Además. esta pobfación de linfocitos es capaz de responder al estimulo antigénico in 

vitre, predominando después del estimulo con virus, bacterias O paráaitoa sobre otra• 

poblaciones celulares (Petscovitz et al .• 1994; Kimman et al., 1995; Zuckermann et al .• 

1996). Ese trabajo. muestra que tanto los linfocitos co4•cos• como los linfocitos 

co4•cos· son capaces de responder al estimulo in vitro con el virus. pero en nuestro• 

resultados observamos que el incremento en los porcentajes de las células dobles 

positivas fue mayor·af de las co4•cos· en comparación con el control, y en base a los 

antecedentes de esta población. podemos suponer que los linfocitos co4•coe· 

poddan estar jugando un papel importante en la respuesta secundaria frente al RvP. 

Estudios realizados en cerdo infectados con el virus del Síndrome Respiratorio y 

Reproduclvo del Cerdo (PRRS) (Shimizu et al., 1996). con el virus de la Fiebre Porcina 
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Africana (FPA) (Ramiro-lbáñez et al .• 1997) y con el virus de la enfermedad de Aujezky 

(Wang et al •• 1988; Kimman et al .• 1995). han mostrado Jos cambio• en laa poblaciones 

celulares de sangre periférica debidos a la infección; los resultados de estos estudios 

revelaron una disminución en los porcentaje• de linfocitos C_04 y aumento de loa 

linfocitos CDB; es importante hacer notar que ninguno de estos estudios ha evaluado la 

población de linfocitos co4•coe·. debido probablemenle a la dificultad de su análisis. 

En los cerdos infectados can PRRS, loa aulores además de analizar loa linfocilos 

co4•coe· y CD4ºCDe•. delerminaron Ja proporción de linfocitos CD4/CD8, observando 

que esta proporción disminuye debido a la disminución de los linfocitos co4•coa· y al 

aumento de co4·coe·. por Jo que los autores sugieren Ja existencia de ciertos 

estímulos fisiológicos en Jos cerdos infectados con PRRS que inducen etl incremento en 

los linfocitos C08 (S.himizu et al .• 1996); esta deducción Ja basaron en el hecho de que 

el virus no fue capaz de eliminar la.población co4•coe· o que el virus fuera capaz de 

estimular la proliferación de los linfocitos C04"CDe•. Por el contrario, en loa cerdos 

lnfectedo• con el vlrua de le FPA que pre1enteron le mlame tendencia en lea 

poblaciones celulare•. disminución de loa linfocito• co4•coe· ')f el aumento de loa co4-
coe· en la infección aguda y el aumento de ambas poblaciones en Ja infección crónica: 

los autores sugieren que en Ja infección aguda la actividad citolóxica de los linfocitos 

co4·coa• no requieren la participación de los linfocilos cooperadora•. como sucede 

con la infección por citomegalovirus en roedores donde la eliminación de células 

co4•coa· no afecla el control del virus por la población co4·coe• (Jonjic et al •• 1989); 

mientras que en la infección crónica. es necesaria la participación de ambas 

poblaciones celulares. Un dato interesante obtenido en este trabajo. fue la 

determinación de la población co4•coa• durante infección por el RvP. la cual no ha 

sido reportada previamente en otra Infección del cerdo. 

Los cambios en fas poblaciones celulares durante Ja infección del RvP fueron 

similares a otras infeciones virales del cerdo; en las cuales se presenta un aumenlo en 

Ja población de linfocitos co4·coa• y una disminución en la población co4•coa·. 
Nuestros resultados. indicaron que los linfocitos co4·coe• se incrementaron 40o/o en la 

primera semana y 16ºA en la segunda semana, en los cerdos sin granuloma; mientras 



que lo• porcentajes de co4·coe· disminuyen gradualmente dur•nte la infección en lo• 

cerdos con y sin granuloma. Una posible explicación • la disminución de los CD4 serí• 

que et vlru• estuvler• eliminando esta población celular. como sucede con el virus del 

SIDA ( ): pero después de analizar la susceptibilidad de laa célula• no adherentes y 

observar que únicamente el RvP es capaz de reconocer et 19% de esta población aln 

multiplicarse en ella. podemos asegurar que este fenómeno no se presenta en Ja 

infección por el RvP, por lo que podriamoa pensar que la disminución de esta 

población podría deberse a un reclutamiento celular en loa órganos blanco de la 

infección del RvP, como se ha propuesto en otras infecciones virales del cerdo (Page 

et al .• 1992). Por otro iado. el mayor aumento de la población co4·coe• en loa cerdos 

sin granuloma en comparación con Jos cerdos que desarrollaron granuloma durante las 

primeras semana de infección. nos sugiere que Ja actividad citotóxica es importante en 

el control de la multiplicación viral en el epididimo y testiculo. En cuanto a Ja población 

co4•coa• el incremento gradual durante la infección por el RvP, en primer Jugar 

podría deber•• a un rafl•Ja normal de aeta pablaclón, ya que previamente •• he 

reportada que eata población Incrementa can la edad del animal (Saalmueller et al 

1994) poco probable ya que los cerdos infectados presentaron mayor aumento que los 

no infectados; otra posibilidad es que el incremento rerleje mayor memoria inmune 

frente al RvP y en consecuencia mejor control de la enfermedad. 

La población de monocitos ha mostrado ser un importante sitio para la 

multiplicación del virus del Sarampión (Solonen et al .• 1988; Esolen et al .• 1993) y el 

virus de la enfermed~cf de Aujezky (Chinsakchal et al .• 1994), entre otras infecciones 

virales. Nuestros resultados indican que el RvP también reconoce preferenciaJmente a 

los monocitos; Jos ensayos de susceptibilidad en Jas células adherentes de cerdos 

sanos mostraron que eJ RvP reconoce el 43% de los monocitos y forma sincicios, 

provocando lisis celular. detectándose Ja presencia del RvP en el liquido de cultivo 

después de 72 h incubación. Por otro lado. aunque el RvP también reconoce linfocitos 

no es capaz de muJUplicarse en su interior. lo cual sugiere uo posible papel de los 

linfocitos (y células mononucleares en general) en el transporte sanguíneo del virus 

hacia sus órganos blanco. 
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Este trabajo presentó loa primero• reportes de la respuesta celular y humoral al 

Rubulavlrua Porcino: posteriores estudios aermn necesarios p•r• determinar: cu•lea 

son loa mecanismo• que determinan que respuesta celul•r eficaz que ca~ de 

controlar la muUiplicación del virus en loa órgano• blanco y en conaecuenci• evite 

lesione• gr•nulomatoaaa. Además. será interesante identificar cómo se encuentra fa 

distribución de las poblaciones celulares de linfociloa en el amo del daño, analizar ef 

posible papel de los Jinfocilos en ef transporte de virus y la participación de Ja 

gJicoproteinas virales en el transporte o en actividades reguladora• de la respuesta 

inmune. 



CONCLUSIONES 

"1. Lo• •lgnoa clinico• y las lesiones en órganos aexua.I_. fueron reproducida• 

experimentalmente en cerdo• adultos inoculados por ,..,¡, intranasal con el 

ftubulavJrua Porcfno-PAC3; aunque la severidad y «• form.ac::ión def granuloma fue 

más evidente en tres de los siele animales infectado•. Lo• granufor11as •e forman 

entre la segunda y tercera semana de Infección. 

2. El análisis de Ja respuesta humoral y celular se realizó en ba:se 1 la ••verldad de I•• 

fesfonea que presentaron los cerdos. identificando que: 

a) los cerdos sin granuloma1 y con ligeras lesiones en lois órganos bJanc:o. no 

presentaron cambios en la respuesta a las Jec:tinas PHA. y Con A con respecto 

a loa cerdOs control; Ja respuesta proliferativa in vítro 11 RvP rue mayor que en 

loa cerdoa con granulomaa y presentaron tilulos bajas d• anticuerpo• contra 

el RvP-PAC3. 

b) las cerdos con granulomaa y con severas lesiones en loa órgano• blanco. 

presentaron una disminución en la respuesta a Con A en las primera• 

semanas de infección y titufoa altos de anticuerpo•. 

3. El análisis de las porcentajes de las poblaciones celufare1 det .sangre periférica 

perrnitló identificar que : 

e:) este es et primer trabajo que analiza la población de llrnro-citoa CD4•coa• 
durante una infección experimental del cerdo. 

d) los cerdos sfn granuJoma. presentaron los porcentajes nnáa elevados de 

linfocitos co4·coa"" y de monocilos en fas primeras semanas c9e infecc::ión. 

e) Jos cerdos con granuloma. .presentaron los porcentaje• 11"'3á~ elevados de 

linfocitos e. 
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f) los porcentajes de linfocitos co4•coa· disminuyeron durante la infección en 

ambos grupo• de cerdos. pero esta disminución fue máa notable en la• 

primera• aemanaa en loa cerdoa con granulomas. 

g) loa porcentaje• de linfocito• co4•coa• presentaron. un• tendencia 

ascendente en amboa grupos. pero en la cuarta semana de infección loa 

cerdos sin granulomas presentaron loa porcentajes más elevados. 

4. El análisis de la respuesta humoral y la especificidad de loa anticuerpos sérico• 

por inmunotranaferencia demostraron que : 

d) e• poaibJe identificar anticuerpo• aéricos contra el RvP a partir de la primera 

semana de infección; presentando aus títulos más elevados después de la 

formación del granuJoma (tercera y cuarta semana) 

e) la proteína HN puede ser considerada como el antígeno Jnmunodominante del 

RvP, y por lo tanto como un potencial antígeno para la elaboración de una 

vacuna. 

5. Los ensayos de susceptibiJidad mostraron que: 

e) el RvP utiliza como célula blanco para la multiplicación viral a los monocitos. 

f) el RvP es capaz de reconocer un 19% de los linfocitos. lo CÍue junto con la 

disminución que se presenta en la infección experimental de los cardos, 

podria sugerir que el virus utiJiza esta población como medio de transporte 

para alcanzar sus órganos blanco. 

g) fa infección de Jinfoblastos in vitre induce la expresión del marcador coa+ 
en células CD4+COB-. 
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PERSPECTIVAS. 

- Identificar loa mecanismos de transporte que utiliza el Rubulavlru• Porcino para 

alcanzar el testículo y el epididimo 

- Estudiar los mecanismos involucrados en la modulación de la respuesta inmune al 

Rubulavirus Porcino. 

- Estudiar los mecanismos de la expresión del CDS en la población de linfocitos CD4. y 

au posible efecto modulador. cooperador o cito.tóxJco en la Infección del Rubulavirua 

Porcino. 
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