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RESUMEN. .

El Rubulavirus Porcino (RvP) es responsable de la enfermedad de! Ojo Azul en ios
cerdos, que se caracteriza provocar alteraciones respiratorias, neurologicas,
reproductivas y opacidad de la cérnea en animales de todas las edades. Hasta la
fecha, los estudios realizados en esta enfermedad han sido enfocados a conocer las
caracteristicas bioldgicas y estructurales del virus, asi como a la estandarizacion de
pruebas para un diagndstico répido y oportuno. Este el primer trabajo que describe
algunas caracteristicas de la respuesta inmune celutar y humoral de cerdos infectados
experimentalmente con el RvP,

Nuestros resultados demuestran que todos los animales desarrollaron anticuerpos
contra el virus después de haber sido infectados con el RvP, e identifican a la proteina
HN es la proteina inmunodominante del RvP. Los ensayos de proliferacion celular
utilizande mitogenos policlonales y al virus, mostraron que ios cerdos con respuesta
celular deficiente desarrollan granulomas en epididimo y atrofia testicular. Estas
lesiones son, aparentemente, el resultado de la multiplicacion det RvP en el epitelio
pseudoestratificado del epididimo. El analisis de las poblaciones celulares indicd, que
en general existe una disminucién gradual de los linfocitos CD4°CD8" en todas los

cerdos infectad sin bargo, observ que los anil que p 1 el Y

porcentajes de linfocitos CD4'CD8°, durante las primeras semanas de infeccion, y con
elevados porcentajes de linfocitos CD4'CD8° durante la infeccion, no presentan
granulomas. Los estudios de susceptibilidad demostraran que el RvP es capaz de
multipli se en la poblacion de mor it y no en {os linfocitos. En este trabajo se

muestra que la formacién del granuloma en los cerdos infectados con el RvP es el
1§ n-nl o de' '_x.‘ Ai ya

resultado de la multiplicacién viral en el epi
una respuesta celular inadecuada. Ademas sugiere que e! virus podria utilizar a los
monocitos y linfocitos como via de transporte a los 6rganos blanco. Es importante
destacar que este trabajo presenta los primeros resultados del analisis de la poblacién

doble positiva en una ir i6n experimental del cerdo.



SUMMARY.

The Porcine Rubulavirus (PvR) is the agent responsible of the pig’s biue eye discase,
which provokes respiratory, neurological and reproductive disturbs, and occasionally,
corneal opacity in all affected pigs. To present, reports concerning this disease, have
allowed to know the biological and structural characteristics of the PvR, as weil as the
development of techniques for a quick and appropriate diagnosis. This work describe
the first report on u?e celivlar and humoral immune response to PVvR

Ours results showed that all pigs developed antibodies against the
experimental infection; we identified the HN glycoprotein as the immunodominant
protein of PvR. Proliferative assays on peripheral bjood mononuciear celis, showed

that pigs possessing deficient cellular immune responses developed granulomas on the
due to viral multiplication on the

PvR after

epydidimus and showed testicular atrophy,
pseudoestratificated ephitelium of epydidimus. Analysis of cellular populations showed
a gradual CD4’CD8" T cells diminution after infection, howaver, those pigs with a high
proportion of CD4'CD8" T cells during the first weeks after infection and with high
CD4°CD8° T celis percentages during the infection did not develop granuloma. From al
peripheral mononuclear celis, only monocytes were highly susceptible to virus
multiplication. In this work we were able to show that granuloma formation, in PvR
experimentally infected pigs, was caused by viral multiplication in pseudoestratificated
epithelium in the épydidlmus and a deficient cellular immune response. In addition, we
suggest that the monocyte and lymphocyte populations could be the transport vehicle
for PvR to the target organ. This is the first report where an analysis of the double
positive lymphocytes in an .experiman!al porcine infection has been perdormed.
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INTRODUCCION.

E} Rubulavirus Porcino.

En 1981 se aislé un virus con actividad hemaglutinante a partir de un brote de
meningoencefalitis de cerdos (Stephano et al/, 1981). Este virus ocasiona problamas
neurologicos, respiratorios, reproductivos © induce opacidad de la cornea a cerdos de
diferentes edades, siendo los animales menores de 20 dias los mas susceptibles a la
infeccion. Estas isti permitieron denominar a esta’ enfermedad como el
Sindrome del Ojo Azul de los Cerdos (Stephano et al.,, 1983). Mareno-Lopez et al., (1986) y
Stephano et a/., (1988) identficaron independientemente este virus y lo denominaron virus
La Piedad Michoacan, (LPM, por el lugar donde se aisloé) y el Paramixovirus del Ojo Azul
(POA), respectivamente; este virus posee la capacidad de aglutinar eritrocitos de cerdo,
bovino, equino, carnero, raton, ave y humanos A, B y O; y también posee actividad de
Neuraminidasa. El virus es capaz de multiplicarse en una amplia variedad de lineas
celulares, pero el efecto citopitico despuas de 2 dias de infeccion es mas evidente en
células BT (de cornete de bovino) y PK-15 (de riiion de cerdo). En células BT el efecto se
caracteriza por formar algunos sincicios y la muerte de células que se desprenden de la
monocapa; en las células PK-15 se presentan células vacuoladas y un mayor numero de

sincicios (Moreno-Lopez et al., 1986). .

Ensayos de competencia con diferentes azGcares para inhibir el efecto citopatico
dei virus LPM en células Vero (Reyes-Leyva et a/, 1993a), demostraron que como

otros paramixovirus, el virus LPM reconoce acido siali pero su pecificidad es
mayor por el trisacarido sialil-alfa-3,2-lactosa, la cual podria jugar un papel en el
ado una plia distribucion de este azucar en

tropismo del virus, ya que se ha d
el sistema nervioso central en comparacién con otros érganos (Reyes-Leyva 1993b).

e i in.




El virus presenta cia a la actir ina D, lo que indica que esta formado por
RNA de cadena negativa, y los estudios de microscopia electrénica mostraron un virus
pleomorfico, de 150 a 300 nm, que es encapsulado y con proy iones en su a,
caracteristicas comunes de los paramixovirus (Moreno-Lépez et al., 1986). El patron
electroforético en geles de poliacrilamida bajo condiciones redy fue p. a los
virus Parainfluenza-3 y al virus de la enfer d: de pero estudios serologicos
no mostraron alguna relacion con estos virus por lo que se propuso que el virus LPM

podria ser un paramixovirus no descrito con anterioridad (Moreno-Lopez et al., 1986). Otros
paramixovirus aislados en cerdos han sido reportados en Alemania, Estados Unidos, Israel

y Japoén que ionan probl neurologi y/o reproducti pero hasta la fecha no se
ha establecido ninguna relacion entre el virus LPM y otros paramixovirus que infectan al
cerdo (Lipkind et a/., 1986).

La composicion de las proteina eslmcluraies del virus LPM fue determinada
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida e inmunoprecipitacion de cultivos
celulares ir dos y marcad: lecti ite con diversos radioisétopos (Sundqvist et
al., 1990). Seis proteina fueron identificadas: la proteina Mayor (L) de 200 kDa, que posse

tividad de RNA"poli dependiente de RNA (Svenda et al., 1997); la Nucleoproteina
(NP) de 68 kDa, es una proteina de funcion estructural que da crigen junto con el RNA a la
nucleocapside viral; la glicoproteina Herm atinina-Ne ninid: iHN) de 66 kDa,
encargada del reconocimiento del celular, la proteina de Fusion (F) de 59 kDa, responsable
de la fusion de las membranas virales y celular; la Fosfoproteina (P) de 52 kDa., que
participa en eventos de regt ion de la rep jon y trar ip i6n del genoma viral; y ia
proteina de Matriz (M), de 40 kDa, que participa en el ensambiaje de los virones. La tabila 1
presenta los estudios que comparan el perfil electroforético del virus LPM con dos cepas
del virus de la enfer d de N le, el virus Parainfluenza-3 y el virus Sendai
encontrando que existe gran similitud en la movilidad relativa de las diferentes proteinas de

estos virus (Sundqvist et al, 1990).




La sect ia nucleotidi de la proteina M (Berg et al., 1991), presenté 1,107
nucledtidos que codifican para una proteina de 369 aminoidicidos con un peso
molecular -proxlri\ado de 41.667 kDa que coincide con la Mr obtenida por PAGE-SDS.
Esta secuencia también mostré 55% de homologia en la secuencia nucleotidica y 46%
en la ia de i écidos con ia proteina M de! virus de las Paperas, asi como
una rica secuencia de amino dcidos basicos para dar una carga positiva neta de +17.5.
La carga positiva de Ia proteina de proteina M favorece su afinidad por las
nucleoproteinas, reduciendo el gasto energético requerido para realizar el ensamble de
la nuclecocapside a las zonas de la membrana celular donde se expresan las

glicoproteinas virales (Morrison et al., 1888).

VIRUS
Proteina LPM PIV-3 Sendai NDV Mumps

L 200 200 200 200 200
HN 66 68 71 72 79
NP 68 65 s8 53 72

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

m 40 a9 38 a7 40

virus de la familia Paramixovirus, los vaores
Piednd Michcacan; PIV-3, virus
‘amado de

Tabla 1. Perfil de
indican el pesc molecudar en kDa. LPM, virus La
Parainfluenza-3; NDV, virus del Newcaste, Mumps, vilus de las Paperas. Tomado

Sundqvist ef al., 1990.
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El gen de |a proteina P consta de 1,374 nucledtidos incluyendo la senal poly A, y
al menos tres proteinas se pueden codificar: la proteina V, Py C de 249, 404 y 126
acid g te. El analisis de la secuencia del gen de la proteina P

mostré que el virus LPM es el unico Rubulavirus que presenta un marco de lectura

abierto que codifica para la proteina C, (Berg et a/., 1992). La presencia de un marco
i istico de los miembros de!

de lectura abierto para la pr C se cor
geéenero paramyxovirus (Murphy et al., 1995).

El gen de la proteina F presentd 1,845 nucledtidos de largo y esta

estrechamente relacionado con los virus de las Paperas y -el virus Simico-5. La
secuencia codifica para una proteina de un peso molecular estimado en 58.3 kDa, sin
embargo el peso identificado en PAGE-SDS fue de 59 kDa para la subunidad F, y 12
kDa para la Fa, io que da un total de 71 kDa para Fo. Esto sugiere diferencias en el
grado de glicosilaciéon de la proteina, ya que posee cuatro silios potencialmente

I llables en la subunidad F, y uno en Ia F;. En general asta proteina presenta 45%

y 42% de homologia con la secuencia de amino dcidos de ios virus Simico-5 y de las

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

El gen de la proteina HN codifica una proteina de 576 amino acidos con un peso
molecular estimado en 63.324 kDa, contra 66 kDa que presenta en PAGE-SDS, esta
diferencia del pesd molecular al igual que la identificada en Ia proteina F, se debe al
efecto de la glicosilacion ya que esta proteina posee cuatro sitos de glicosilacion. La
comparacion en la secuencia de aminoacidos caon el virus Simico-5 y el virus de las
Paperas, mostrd que existe una estrecha relacién de homologia de 43% y 41%
respectivamente (Sundquist et al., 1991). En nuestro laboratorio hemos desarrollado un
método para purificar la proteina HN, y asi poder analizar sus caracteristicas
fisicoquimicas (Espinosa B. 1897); también se han realizado estudios con diferentes

azucares para identificar la especificidad del virus LPM (Reyes-Leyva J. 1993), y
lizado la prediccidon y caracterizacion

utilizando algoritmos compt i les se ha
de algunos determinantes antigénicos (Zenteno R. 1997). Recientemente el virus LPM



fue clasificado dentro del género rubuiavirus, subfamilia paramixovirinae y familia de
paramixoviridae (Murphy et al., 1995), debido a la estrecha relacion biolégica y estructural
que e! Rubulavirus Porcino presenta con el virus de la Parotiditis y el virus de la
Parainfluenza (Tabla 2). - N

FAMILIA PARAMIXOVIRIDAE

Subfamilia Paramixovirinae

P i irus bovino 3
parainfluenza humano 1
parainfluenza humano 3
Sendal virus
{parainfluenza murino 1)

Género Morbilivirus distemper canino
distemper del delfin
sarampion
virus de la peste de los pequeiios rumiantes
dlslemper de la foca
de la
rinderpest

Género Rubulavirus paramixovirus aviar 2-9
parainfluenza 2. 4a y 4b
virus de la parotiditis humana
virus de la enfer de N
rubulavirus porcino
parainfluenza simico Sy 41

Subfamilia Pneumovirinae

Género Pneumovirus virus icial bovi
virus h
virus nauménk:o del ratén
rinotraqueitis del pavo

abla 2. Clasitica on e I3 familia Paramixovindae, tomado de Murphy ef uesira que
el virus LPM ha sido ubicado en el nuevo género Rubulavirus de la 1amllln anmyxovlridaa




La Enfermedad del Ojo Azul.

dad del Ojo Azul se observaron en La Piedad

Los primeros b de la Enfer
Michoacan en 1980 (Stephano et al., 1981); en 1982 se reportd esta enfermedad en los

estados de Guanajuato, Jalisco y en el Estado de México; en 1983 se observaron
Yt an, T Puebla,

brotes en los estados de Nuevo Ledn, | go, Ti

Querétaro y D.F.; y en 1984 se idenlifico en Tamaulipas. Hasta Ia fecha la Gnica zona
de

libre de Ia enfermedad son los di de! nor Ppr el
Sonora, y por el contrario, los estados de Michoacdn, Guanajuato y Jalisco que
blacion porcicola del pais, representan también Ja zona con

cuentan con la Y
mayor incidencia de la enfermedad (Stephano ef al., 1994).

Hasta el momento se ha identificado a los cerdos como la Unica especie
susceptible a la infeccién natural por el Rubulavirus Porcino; pero experimentalmente
ol virus pusde infectar ratones, ratas, conejos, embriones de polio y perros, sin que
estos Gltimos lleguen a presentar signos clinicos de la enfermedad (Stephano et al.,
1993). La principal via de contaminacion es a través de anifnales infectados y de
animales que permanecen asintomaticos. Las personas o vehiculos que frecuentan
granjas afectadas y granjas libres de {a enfermedad son aparentemente una importante

fuente de infeccidn.

La infeccién producida por el RvP se transmite por contacto directo,
posiblemente a través de secreciones. La via natural de entrada es la oronasal
(Stephano 1993). Experimentalmente se ha demostrado que el virus inicia su
replicacion en mucosa nasal y tonsilas, de ahi se difunde por las vias aéreas a los
pulmones (Allan et al., 1996), pero utiliza las terminaciones del nervio olfatorio para
diseminarse en el. sistema nervioso central de cerdos neonatos (Reyes-Leyva,

manuscrito en preparacion).



De los cerdos afectados, los menores de 20 dias son. jos que presentan la
sir gia mas , @si como la tasa de mortalidad mas alta. De los sintomas
observados en estos cerdos, los signos nerviosos son los mas evidentes y progresivos,
caracterizados por incoordinacion motora, espasmos musculares, rigidez de miembros

posteriores, marcha y postura anormal, postracion, hipersensibilidad, pedaleo, ceguera,

nistagmos, fiebre, eritema cutaneo, pelo erizado, lomo arqueado y estrefimiento. La
muerte ocurre generalmente 48 horas después de la postracion. En un 10% de los
casos se presentla opacidad corneal unilateral, aunque se hiln observado casos de
i e el 20-25% de las camadas de menos de 20

fectan clir

pacidad al. Se

dias y la mortalidad en cerdos afectados con signhos nerviosos es cercana al 90%. Los
cerdos mayores de 20 dias son menos susceptibles a la enfermedad y Unicamente un
4% de los cerdos afectados presenta opacidad de la cérnea. Los signos nerviosos son
generaimentie nula, a menos que se encuentre asociada a

y la mor
otras enfermedades o en granjas con problemas de manejo (Stephano et al., 1993) .

Las cerdas reproductoras en general se mantienen asintomaticas, pero en
ocasiones presentan opacidad de la cdérnea y anorexia pasajera. Los parametros
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
asintomaticos, observandose ocasionalmente eievacion de la temperatura y baja en el
consumo de alimento. Ei signo clinico mas evidente es la disminucion en la fertilidad a
consecuencia de la'orquitis y epididimitis unilateral, la cual muchas veces es reversible
(Stephano et al., 1988; Stephano et al.. 1990; Campos et al., 1991).

Las lesiones macroscdpicas son ocasionales y generaimente se presentan en
cerdos menores de 20 dias sin ser patogndmicas de la enfermedad. Se observa
congestion meningea con aumento ocasional en el fluido cerebro-espinal. atrofia
serosa de la grasa coronaria y distension del estdmago con restos de leche, neumonia
con hepatizacién en el vértice del I6bulo apical y cardiaco, opacidad y edema corneal

s e e



de d b al. También se han

unilateral, pero se han observado
reportado hemorragias periciardiacas y en el riiion. En sementales infectados es comun

ia presencia de granulomas en epididimo y la atrofia testicular (Campos et a/., 1991).

Las principales lesiones histologicas que han sido identificadas en animales

ir d estan i en el bro, observandose una encefalomielitis no-

supurativa que afecta principalmente al talamo y corteza cerebral caracterizada por
neurofagia, meningitis y coroiditis. La

gliosis focal y multifocal, necrosis neural,
severidad de la lesién generalmente es variable. Los pulmones presentan areas

localizadas de neumonia intersticial caracterizadas por engrosamiento de los septos
alveolares con infiltracién mononuclear. Los cambios en el ojo de animales con
opacidad corneal s.a'caracteriza por edema corneal y uveitis anterior con infiltrado de
neutrdfilos y mononucleares (Stephano et al., 1993; Allan et al., 1996)

La informacién que hasta ahora existe en relacién a la respuesta inmune de
e exi 1 reportes

cerdos infectados con el Rubulavirus Porcino es y uni
de la respuesta humoral, basada en ia presencia de anticuerpos inhibidores de la
hemagiutinacion 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 los nuevos
brotes continuan é'ectando principalmente las cerdas primerizas (Stephano et al,
1988). De la respuesta inmune celular no existen informacion en ia literatura.



Aspectos generales de la inmunidad frente a virus.

Los virus son agentes ir i que se multiplican i |} e inician
su proceso de infeccion al reconocer un receptor especifico en una célula blanco, la
cual puede @ no ser 3. i de ser inf da ( YV et al,, 1990). Entendiendo

i de un virus por alterar las funciones metabdlicas de una

por ir ion la P
célula; y por permisible el que la célula cuente con todos los elementos necesarios
para la multiplicacion viral. Asi, el primer paso en la infeccion viral es el reconocimiento
de un receptor en una célula blanco, el cual varia de acuerdo al tipo de virus
paramixovirus se ha demostrado que reconocen

involucrado; en el caso de los
moléculas que contienen acido sialico. El receptor del virus del Sarampion es el CD46
(Doring et al/, 1993) y del Rubulavirus Porcino-LPM sabemos reconoce
preferentemente moléculas que contienen sialil aifa-2,3-lactosa (Reyes-Leyva et al.,
1993). Una vez que el virus reconocio el receptor en la célula blanco, en el caso de los
virus con envoltura, se internaiiza fusiondndose con la membrana plasmitica, y dentro
de la célula el virus inicia la transcripcién de sus proteinas utilizando sus propias
enzimas y las enzimas de las células infectadas, que le permiten la produccion de
particulas viricas capaces de infectar & nuevas células blanco (Kingsbury W.D. 1930).

Existen diferentes virus capaces de infectar células del sistema inmune y de esta
manera evadir la respuesta del huésped aumentando la severidad de la infeccion. El
mejor ejemplo que tenemos es el VIH (el Virus de la Inmunodeficiencia Humana). En el
caso de los Paramixovirus, se ha reportado que el virus del Sarampion es
inmunosupresor, capaz de infectar principalmente a los monocitos y a linfocitos

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

Una eficaz respuesta inmune celular y humoral son condiciones necesarias para
di ion de las infi iones virales, la cual depende del tipo de virus, la

el control y err.
via de entrada, la 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 se inicia con la produccion de interferon-a por las células infectadas, lo que
aumenta el potencial litico de células NK y ia expresion de! MHC-I (Murray et al/.. 1992).
El aumento en la expresion del MHC-| facilitard la accién de los linfocitos T citotoxicos
CD8 (Martx et a/., 1989), los cuales son importantes en la erradicacion del virus del
Sarampion (Binnendijk et a/., 1990), asi como de otras infecciones viraies. La presencia
de linfocitos T CD4 con actividad citotéxica se ha demostrado en diferentes modeios de
infecciones virales, y se sugiere que juegan un papel importante para el contro! de ia

infeccion (Koszinowski ef a/., 1991 ).

El resuitado de la actividad cilotoxica de las diversas ef as (NK, linf

CD8 o CD4) sobre las células infectadas provoca que se liberen antigenos virales
endogenos, los cuales pueden ser fagoci . Pr dos_y presentados como
lo que induce la proliferacion de linfocitos

antigenos exogenos por el MHC-I,
cooperadores CD4+ que responden con la produccion de citocinas como la IL-2 e

interferén-y o IL-4 @ {L-10. Durante ia Infeccién aguda no es posibie discriminar entre
una respuesta Th, o Th; ya que predomina la produccién de ambas; es en los
procesos cronicos que es posible identificar un patréon de produccion Thz, que

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

e que participan

Como podemos observar diversos mecani:
en el control y erradicacién de las infecciones virales, pero la eficacia de cada una de

virus involucrado y de la susceptibilidad del huésped. Es

ellas dependeran del
frecuente observar que la respuestas especifica contra antigenos virales provoque

dano inespecifico al tejido circundante, Este evento ha sido observado en e! momento
de establecerse una respuesta citlotoxica especifica contra el virus del Sarampion, la
cual se caracteriza por producir exantema generalizado y meningitis esclerosante

(Schneider-Schaulies et al., 1991).

o ek e




Caracteristi de la P ] del cerdo.

En este apartado se describen brevemente las caracteristicas mas importantes
de la respuesta Inmune celular del cerdo, enfocandose basi e a fos linfoci T,
los cuales han mostrado diferencias importantes con lo reportado para otras especies.

tos linfocitos T se dividen en cooperadores (linfocitos CD4°%) y citotoxicos
(CD8"). Los primeros regulan la respuesta inmune con la produccion de citocinas como
la IL-2, el INFy, ia IL-4 y la IL-10; y en algunas infecciones virales tienen efectos
citotoxicos con restriccion por el MHC de clase |l. Los linfocitos CD8 son citotdxicos
con restriccion por el MHC de clase I, sin ser una célula importante para regular la
respuesta inmune. Ambos linfocitos maduran en el timo y cuando salen pierden el
marcador de supetficie CD1 que los identifica como linfocitos inmaduros y conservan el
CD2 a diferencia de otros tipos celulares. Durante el proceso de maduracion, otros
marcadores de superficie se expresan en los linfoci tal como p del linfocito T
(TcRap y TcRy5). las moléculas CD4 y CD8, entre otros. En las primeras etapas de
maduracién de los linfocitos se observa la coexpresion de las moléculas CD4 y CD8,
pero antes de poblar los drganos linfoides secundarios se pierde una de las moléculas,
y asi en sangre periférica bajo condiciones normales no se observan altos porcentajes
de linfocitos con doble marca en las céluias humanas y murinas, por el contrario, el

PO i iti

cerdo es la unica especie que expresa altos porcentajes de lir [
en sangre periférica (entre 10 y 60%), asi como en drganos linfoides secundarios en
condiciones normales (Saalmueller et al., 1987; Saaimieller et al., 1994b).

Saaimuelier y Pescovitz (1987) fueron los primeros en identificar la presencia de
linfocitos CD4°CD8® y en proponer dos hipétesis de sus. posibles actividades
bioldgicas; 1) que estas células podrian representar linfocitos inmaduros que emigraron
del timo sin perder alguno de sus marcadores, y 2). que estas células representen
linfocitos CD4 que han adquirido el marcador CD8 después de su sensibilizacion y lo
retienen para convertirse en linfocitos pequefios. La primera hipotesis fue rechazada,
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ya que estos linfocitos no expresan el marcador CD1 que identifica a timicitos; la
segunda hipotesis es la mas aceptada ya que los resultados indican que los linfocitos
CD4" adquieren el marcador CD8 para convertirse en linfocitos CD4°CD8" después de
una respuesta in-vitro a estimulos allogénicos, virales y parasitarios ((Saslmiieller et
al., 1989; Pescovitz et al.,, 1994, Saalmieller et al/,1994b); esta respuesta esta
restringida al MHC-I1, lo cual indica que el CD4 es la molécula responsable de la
respuesta, sin descartar la posibilidad de algun pape!l bioldgico del CDB8, el cual hasta
la fecha no se ha identificado (Summerfield et al., 1996). Estudios recientes mostraron
que una pob iGn enriqu de linf

CD4 provenientes de cerdos inmunizados
con el virus de la enfermedad de Aujeszky, estimuladas in vitro durante varias semanas
con el antigeno viral y con IL-2, pr que los linf

CD4 adquieran y conserven
e! marcador CDB8, convirtiéndose en linfocitos CD4°CD8*; estos mismos linfocitos
presentaron dos poblacicnes de CD21, marcador que representa poblaciones de
célutas de memoria; al igual que los linfocitos CD4°CD8°, los linfocitos CD4
presentaron estas dos poblaciones de CD21, lo interesante fue observar que los
porcentajes en estas dos laciones de linfoci

fueron inversos, es decir, por un
lado la poblacion alta de CD21 en linfocitos CD4°CD8" fue de 75%, mientras que en
linfocitos CD4 fue solo del 23%, con lo cual los autores concluyen que un alto
porcentaje de esta poblacién doble

(Zuckermann et al., 1996).

positi corresponde a células de memoria
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OBJETIVO GENERAL.

Eval la P i e celular y | al de cerdos infectados

experimentalmente con el Rubulavirus Porcino.

Objetivos Especificos.

s Evaluar la respuesta humoral al RvP.

« Estudiar la respuesta proliferativa in vitro de células mononucleares al RvP y

@ lectinas mitogénicas.

« Evaluar los val de las blaciones celulares de sangre periférica por

citometria de flujo.

« Estudiar la interaccion y susceptibilidad de las diferentes poblaciones

celulares con el RvP, °



MATERIAL ¥ METODOS.

Anticuerpos.

Para la ion fenoti de las diferentes poblaciones celulares del cerdo
se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales de raton obtenidos de VMRD Inc.
{(Washington, USA): anti-CD2, 19G.. (MSA4); anti-CD4, 1gGa, (74.12.4); anti-CD8, IgG2a
(76-2-11); anti-M1, 1gG, (CAM3GA) y anti-IgM, IgM (PG145A). Como segundos anticuerpos
se utilizaron: un anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de ratén conjugado a isotiocianato
de fiuoresceina (-FITC) de Becton & Dickinson (Mountain Cal. USA), un anticuerpo
monocional de rata anti-lgGz. de raton conjugado a Ficoeritrina (-PE) de Zymed
Laboratories Inc (USA) y un anticuerpo monocional de rata anti-IgG; de raton-PE de
Serotec (Reino Unido). La presencia del virus en CMN se realizd utilizando un anticuerpo
policlonal de conejo anti-RvP-PAC3 y un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo-FITC de
Sigma Chemicals Co. (San Luis Missouri, USA).

Obtencion del Rubulavirus Porcino-PAC3 (RvP-PAC3) para la infeccion experimental,

la pr i6n de célul es y las |

La cepa PAC3 (Jalisco, 1992) del RvP fue aislada a partir del cerebro de un lechén
con meningoencefalitis durante un brote de la enfermedad del cjo azul en una granja
reproductora (Ramirez 1994). Dicho virus fue donado gentiimente por el Dr. Humberto
Ramirez de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM, para la realizacion de este
trabajo. El virus se multiplicd en cultivos de la linea celular PK-15 (Rifion de cerdo),

sembrados en de poli 10 de 600 ml durante 4 dias a 37°C (Nunclon) en
presencia de MEM suplementado con 2% de suero fetal bovino y 50ug/mi de gentamicina.
tas células inf d se ieron a tres choques témmicos (congelacion y

descongelaciéon), y el sobrenadanle se centrifugo a 3200 rpm durante 40 min. Al
sobrenadante se le determind el titulo de hemaglutinacion y el efecto citopatico en cultivos




celulares y fue almacenado a -70°C hasta su uso en la infeccion experimental de cerdos
adultos. Para los ensayos de proliferacion de las céiulas mononucleares (CMN) y para las
inmunotransferencias, el antigeno viral fue concentrado por centrifugacion a 100,000 x g
durante 6 horas a 4°C; posteriormente, el boton fue resuspendido en medio de cultivo RPMI
1640, alicuotado y almacenado a -70°C hasta su uso. La concentracion de proteina y el

titulo de hemaglutinacion fueron determinados en muestras similares antes y despueés del
fue pi do de la

almacenamiento. El control de antigeno para dichos ensay
manera con células PK-15 sin infectar (Kimman et a/., 1993).

Titulacién del antigeno viral.

Las células PK-15 se ajustaron a 1.5 x 10° células por ml en medio minimo esencial
suplementado con 10% de suero fetal bovino y se cultivaron en una placa de microcuitivo
de 96 pozos adicionando 200 H! por pozo de la suspencion celular, mas 50 ul de diferentes

diluciones decuples (de 10’ hasta 10°) del RvP-PAC3. Después de 72 horas de incubacion
ind sy actividad h tinante. Los

se colectd la mitad del sobrenadante y se
resultados se expresan como el 50% de la dosis infectante en cuitivo celular (DICCxo)

usando el método de Karber.

Determinacion de la actividad hemaglutinante.

En una placa de microensayo de 96 pozos con fondo en U, se hicieron diluciones
dobles seriadas del virus PAC3 en 50 ul de PBS (pH 7.2), después se agregaron 50 ul de
eritrocitos de bovino al 0.5 %, incubando durante 45 min a temperatura ambiente. Los
resultados se expresan en unidades hemagiutinantes (UHA), que representan el inverso de

Ia altima dilucién en la cual el virus aglutiné los eritrocitos.




Animales de experimentacion.

Se utilizaron cerdos hibridos convencionales, machos sin castrar de seis meses de
edad, provenientes de una granja libre de anticuerpos y sin antecedentes de la enfermedad
del Ojo Azul. Los animales se infectaron por via intra-nasal (5 ml) utilizando la cepa PAC3
del RvP (RvP-PAC3) con un titulo de 10* DICCy; todos los dias los animales fueron
evaluados clinicamente y semanalimente se tomaron muestras sanguineas de la vena cava
superior utilizando tubos Vacutainer con y sin heparina. Los cerdos se alojaron en el area
de aislamiento del Departamento de Produccion Animal Cerdos, de la Facuitad de
Maedicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, y en el bioterio del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, INER.

Histopatologia.

Al termino del experimento ios animales fueron sacrificados, se tomaron muestras
de diferentes tejidos para fijarlos en formol al 10%. Posteriormente las muestras fueron
procesadas en el Lab. de In i ion en Mo gi. del (nstituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER).

Det ion de ig viral Inmunofit i

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 pape! parafinado y conservadas en congelacion a -

d

20°C. Las muestras fueron cortadas en cri I d. en por i y fij; en

acetona fria durante 10 min. a -20°C. Los cortes fueron incubados con solucién de
bloqueo PBS, BSA (0.2%), SFB (1%) durante 1 h a 37°C. La deteccion del antigeno
viral se realizé mediante inmunofluorescencia directa ulilizando anticuerpos
policlonales de conejo especifico contra el RvP-PAC3 conjugado a FITC, incubando 45
min a 37°C con el anticuerpo diluido 1:1000 en solucién de bloqueo. Las muestras se

is
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lavaron en PBS, BSA (0.2%). Tritén X-100 (0.03%) y se protegieron con cubreobjetos
en glicerol-PBS (V/V) para observar posteriormente al v copio de flt ia
(Karl Zeiss). Algunas muestras fueron contrastadas antes de cubririas en solucion de
Evans (0.1%) en PBS. Los cortes positivos fueron fotografiados utilizando una pelicutla
blanco y negro Kodak plus-x pan400 o con pelicula de color Kodak gold asa 400.

Determinacion de anticuerpos contra el RvP,

Las muestras de sangre obtenidas sin anticoagulante fueron utilizadas para separar
ei suero, el cual fue centrifugado a 400 x g durante 30 min a 4°C para eliminar el resto de
células. La presencia de anticuerpos séricos se determind r iante ensay de Inhibicion
de la Hemaglutinacion (IH) y de Neutralizacion Viral (NV). Para realizar la técnica de IH, el
complemento de los sueros fue inactivado 30 min a 56°C, después los sueros se
absorbieron con caolin durante 30 min y se inc 1 con eril i de bovino al 5%
durante 30 min para eliminar inhibidores inespecificos de ia hemaglutinacién. Al final, los

sueros tratados se centrifugaron a 1500 x g durante 15 min y se colectd el sobrenadante.

Ensayo de Inhibicion de la H

La titulacion de ios anticuerpos se llevé al cabo en placas de microensayo de 96
pozos con fondo en U, realizando diluciones dobles seriadas de los sueros tratados en 50
Wl de PBS. A cada pozo se le agregaron 50 ui de sobrenadante viral con titulo de 8 UHA,
incubando ias placas durante 60 min en agitacion ligera a temperatura ambiente. Después
de esto, se adicionaron 50 ul de una suspension de eritrocitos de bovino al 0.5% y se
incubaron durante 45 min a temperatura ambiente. El titulo de IH se expresé como el

inverso de la maxima dilucion del suero que inhibid te la
hemaglutinante del virus.




E yo de Nes on Viral.

La determinacion de anticuerpos neutralizantes del efecto citopatico del virus se
ilevo al cabo en placas de microcultivo de 96 pozos realizando diluciones dobles seriadas
de las muestras de suero en 50 pl de MEM; después se agregaron S0 pl del RvP-PAC3 con
un tituto de 300 DICCso, incubando las placas en agitacion durante 60 min. Posteriormente,
se adicionaron 200 ut de una suspension de células PK-15 (1.5 x 10° células/mil) y se
incubaron durante 72 horas a 37°C en un ambiente htimedo con 5% de CO.. Después de

tividad

este tiempo se colecté la mitad del sobrenadante y se le ind la
h lutinante. El efi itopatico o su inhi on fue determinada tifendo las placas con
colorante de Wright. El titulo se expresd como el inverso de la maxima dilucion que inhibio

corn el ef i atico del virus.

Inmunotransferencias.

Las proteinas del RvP virus se separaron por electioforesis en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras con 10% de duodecil sulfato de amonio
(PAGE-SDS). Posteriormente, las proteinas fueron electrotransferidas del gel a membranas
de nitrocelulosa utilizando una fuerza de 0.6 Voits, 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 4°C, 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 tiras de 0.5 cm de ancho y se incubaron con los sueros de los
cerdos; posteriormente se incubo con un anticuerpo de canejo anti-g llinas

del cerdo conjugado a biotina; y finalmente se incubaron con estreptavidina-peroxidasa.
Las tiras se revelaron con el subsirato que contenia perdxido de hidrogeno y 3,3'-
diaminobenzidina y la reacciéon se detuvo lavando exhaustivamente con agua. Todas las
incubaciones se r izaron durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién constante,
los sueros utilizados fueron diluidos previamente en PBS (pH7.2)- BSA(5%)-
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TWEEN(0.1%); y entre cada incubacion las tiras se lavaron tres veces de 5 min cada una
con PBS (pH7.2)-BSA (5%)-TWEEN (0.1%) y tres veces con PBS (pH7.2)-TWEEN (0.1%).

Separacion de células mononucleares.

La sangre de los cerdos con heparina se mezclé con el mismo volumen de medio de

cultivo RPMI-1640 (25 mM de HEPES, 5 x 10°M de 2. P ol, 2 mM de gt a
¥y 50 mg/mi de gentamicina) y fue centifugada 30 min a 800 x g a 4 °*C en un gradiente de
Ficoll-Hypaque (Lymphopaque, Phar Upspsala Sweden). Las CMN se colectaron de

la interfase, se lavaron dos veces con RPMI-1640, se determind su viabilidad celular con
azul tripan y se ajustaron a una concentracion final de 1.5 x 10° células viables (= a 95%)
por mi de medio RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino (Rose et al., 1992).

i6n de las blaciones lul de

gre periférica por Citometria de
Flujo.

Las CMN se ajustaron a 1 x 10° célulag viables (2 a 95%) por ml de Buffer de lavado
(PBS, pH7.2; BSA, 0.4%; NasN, 0.1%; EDTA, 0.01%). El método para identificar células
con un marcador se realizé en dos incubaciones, En la primera incubacion se utilizaron los
anticuerpos anti-CD2, anti-monocitos o anti-igM; y en la segunda un anticuerpo de cabra
anti-lgG de raton con FiTC. Las concentraciones optimas de cada anticuerpo fueron
determinadas previamente. Todas las incubaciones fueron de 15 min a 4°C y entre cada
incubacion las células se lavaron dos veces; para los lavados y para las diluciones de los
anticuerpos, se utilizo el fa solucion de lavado mencionada anteriormente. Las células se
analizaron por Citometria de Flujo (FACSCalibur, Becton&Dickinson, Mountain, Cal, USA)
(2uckermann et a/ ., 1996).
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b de li T por Citometria de Flujo.

ion de las ]

Las CMN se ajustaron a 1 x 10° células viables (= a 85%) por ml de solucion de
lavado (PBS, pH7.2; BSA, 0.4%; Na:N, 0.1%; EDTA, 0.01%). Ei método para identificar
células con dobles marcas se realizé en cuatro incubaciones. En la primera incubaciaon se
usan anticuerpos de isotipo IgGa,, en la segunda un anticuerpa de cabra anti-IgG de raton
con FITC, en la tercera incubacion un anticuerpo de Isolipo IgG.,. ¥ en la cuarta incubacion

un anticuerpo de rata anti-lgG., de ratén con PE. Las concenlraciones optimas de
inadas p ite. Todas

anticuerpos para la realizacion de este estudio fueron
las incubaciones fueron de 15 min a 4°C y entre cada incubacion las células se lavaron dos

veces; para los lavados y para las diluciones de los anticuerpos, se utilizé el ia soiucion de
1 por Cil ia de Flujo

lavado mencionada anteriormente. Las células se ar
(FACSCalibur, Becton&Dickinson, Mountain, Cal, USA) (Zuckermann ef a/., 1996).

Ensayos de proliferacion de CMN en presencia del RvP-PACJ, PHA y ConA..

en de mi itivo

Los ensayos de prolif 5N se i 1 por tripli
de 96 pozos. A cada pozo se adicionaron 100 pl de la suspencion de CMN (0.15 x 10°

células/100ul) y de 10-12 ug/mi del RvP-PACS; posteriormente las. células se mantuvieron
en cultivo durante 6 dias a 37°C y con 5% de CO.. Dieciocho horas antes de cosechar las
células, se marcaron con 1uCi de timidina tritiada ("HdTR) por pozo. Las células se
cosecharon con un cosechador multiple (Cell Harvester, Brandel, USA) y el papel filtro
(Brandel, USA) que se deshidraté durante 48 horas a temperatura ambiente. Para
determinar la incorporacién de *HJTR, el papel fillro se colocd en viales de centelleo y se
adicionaron 3 ml de liquido de centelieo. Los viales se leyeron en un contador de radiacion
beta, y los resullados se expresan en cuentas por minuto (c.p.m.) y se analizan por el
método de t de student. La proliferacion de CMN con PHA (8 pg/ml) y ConA (1 ug/mi) se

realizaron como se describio anteriormente, pero la estimulacion fue de 72 h.




ider én de las Subpoblaci de i i que proliferan al estimulo in-vitro
con el RP-PAC3.

En tubos eppendorf se incubaron 1 x 10° CMN con medio RPMI-1640 y suero fetal
bovino al 10%, mas 12ug/m! del RvP-PAC3. Después de 5 dias de cultivo a 37°C con 5%
de CO2, las células se incubaron en primer lugar con un anticuerpo anti-CD4, en la
segundo lugar con un anticuerpo de cabra anti-igG de ratén con FITC, en tercer lugar con
un anticuerpo anti-CDB8, y en cuarto con un anticuerpo de rata anti-igG;, de ratén con PE.

Las incubaciones fueron de 15 min a 4°C y entre cada incubacion las células se lavaron
dos veces; para los ( dos y las diluci

de los anticuerpos, se utiiizé el la solucion de
lavado mencionada anteriormentes. Las células se ar » por Cil

ia de Flujo
(FACSCalibur, Becton&Dickinson, Mountain, Cal, USA) (Zuckermann et a/ ., 1996).

] i ion de CMN idas por el RP-PAC3.

Las CMN se ajustan a 1 x 10° células viables (= a 95%) por mi de solucion de lavado
(PBS, pH7.4; BSA, 0.4%; Na;N, 0.1%; EDTA, 0.001%). Este ensayo se realizé en cuatro
incubaciones. En la primera las CMN se incuban con 150 yi detl RvP-PAC3 con un titulo de
1:16 UA; en la segunda con un anticuerpo de conejo anti-RvP-PAC3 FITC; en la tercera
con los anticuerpos anti-CD2, anti-CD4, anti-CD8, anti-linfocitos B o anti-monocitos; y en la
cuarta un anticuerpo de rata anti-igG de raton con PE. Todas las incubaciones se
realizaron durante 1$ min a 4°C, excepto ia incubacion del virus que fue de 30 min a
temperatura ambiente; entre cada incubacion las células se lavaron dos veces; para los
lavados y las diluciones de los anticuerpos se usé la solucién de lavado mencionado
anteriormente. Las células se analizaron por Citometria de Flujo (FACSCalibur,
Becton&Dickinson, Mountain, Cal, USA).



Susceptibilidad de CMN adher y ho B

A partir de las CMN se separaron las células adherentes y no adherentes incubando
durante 1 h a 37°C 1 x 10° CMN, i e se lavé cu te para sep las
dos poblaciones en un volumen final de 600 ! de medio RPMI-1640 suplementado con
suero fetal bovino al 10%. Las células se incubaron a 37°C y con 5% de CO; durante S
dias en una placa de microcultivo de cuatro pozos, adicionando 300 DICCs del RvP-PAC3.
Diariamente se col 1 50 ul del d para inar su actividad aglutinante.
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RESULTADOS. -

La infeccién experimental de los cerdos con la cepa PAC-3 del Rubulavirus
Porcino (RvP-PAC3) se realizé aplicando 5 ml por via intra-nasal y 3 ml por via intra-
muscular con un titulo de 10* DICCs- Los primeros signos clinicos que presentaron los
cerdos infectados se observaron en el tercer dia posinoculacion (pi), éstos fueron:
aumento de la temperatura corporal hasta 40°C, disminucion en el consumo de
alimento, conjuntivitis ligera y estornudos. Entre la segunda y tercera semana de
infeccion se observd un incremento considerable en el tamafio de los testiculos y del
epididimo en tres de (os siete cerdos infectados; después de la cuarta semana en estos
animales el tamaiio de los testiculos sufrid una r le atrofia icular.

En la séptima semana pi se realizé |a eutanasia de todos los animales para
identificar los cambios macrdoscopicos durante la necropsia y para tomar muestras de
tejidos para el analisis histopatolégico. La mayoria de los dérganos y tejidos de los
cerdos infectados no presentaron cambios aparentes durante ta necropsia; salvo los
tres cerdos que /in vivo mostraron lesiones perceptibles en los érganos reproductores,
los cuales consistieron en atrofia testicular y granulomas de 1-2 cm localizados

principalmente en la region de la b del epididi El analisis histop 0g
reveld que los siete animales infectados presentaron alteraciones histologicas en los
iculos y el epididi aunque f{a severidad fue Y en los ani con

granulomas (tabla 3). El testiculo presenté zonas de vacuolizacion y destruccion de las
células germinales, aumento en @l numero dea células de Leidyg, infiltrado de células
mononucleares y lesiones granulomatosas en el tejido intersticial (figura 1). En
epididimo se observo la presencia de granulomas bien definidos localizados
principalmente en la cabeza, caracterizados por un infiltrado mononuclear, con bordes
delimitados por una densa zona de macrifagos y en el centro cavidades conteniendo
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id algunos de

células gigantes multinucleadas, células necréti y
elios f; itados por 5 y células gigantes. Ademis de encontrarse denlro de
los esper i fueron i en el tejido

los limites del granuloma,
intersticial que separa 108 conductos epididimarios (figura 2). En las zonas cercanas al

granuloma pudieron observarse tubulos destruidos con perdida del epitelio

pseudoestraificado.

Figura 1. Lesiones I de {pag 27). D del se de
testiculos, ias cuales 50 nlamn en formol al 10% y se pe para 3u Y A,
esi corta) y con .

testiculo normal; B, con |
de las célutas germinales (flecha larga), aumento 75x: y C, testiculo con aumento en el namero de
células de leyding (flecha corta), y con con vacuolizaciéon'y destruccion de las células germinales (flecha

larga), aumento 300x.

Figura 2. Lesiones histoidgicas de epididimo (pag 28). Después del sacrifico se tomaron muestras de

epididimo ias cuales se fijaron en formol al 10% y se procesaron para su evaluacién histopaloidgica. A,

epididimo normal; B, epididimo con lesi 40x; C, con leslén

granulomatosa (flecha corta) y con céjulas gigantes (Mecna targa), aumento 75: y D, epididimo con
de cha larga), aumento 300x.

lesiGn grant. ypr
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Alteracién Testiculo Epididimo

Cerdos sin Cerdos con Cerdos sin Cerdos con

granuloma' granuloma _granuloma granuloma

Edema + e - +
Necrosis epitelial + ot + e
infiltrado mononuclear + - + ees
Lesién - + + e
granulomatosa

Cétulas gigantes - - - ++
multinucleadas

Destruccion tubuler - - - ++
Salida de - - - e
espermatozoides

- -+ +

Deteccion del -

antigeno viral por IFD

Tabla 3. Lesiones histopatologicas del testiculo y epididimo. Después del sacrifico se tomaron mueslras
de ios testiculo y epldidimo ias cuales se fijaron en formol at 10% y se ] L)
histopatolégica e inmunoflourescencia directa (IFD). 1, sin ala

lesién granulomatosa difusa en el tejido interstecial del (esllculo. 3, s6lo en uNo de los ccrdos de esle

grupo se detecté antigeno viral.
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D on del ig viral

idi y del iculo, se

Después de anali las
determind la presencia del antigeno viral en los tejidos con lesiones, utilizando un
suero de conejo anti-RvP conjugado a FITC. Cuatro de los cerdos infectados mostraron
reaccién positiva en la cabeza del! epididimo, lo cual se observd como una reaccion
citoplasmatica focal en el epitelio de los tubulos adyacentes al granuloma (figura 3), en
la pared tubular cercana a vasos sanguineos y en las células mononucleares del tejido
intersticial (figura 4). No se detectd antigeno viral en zonas del epididimo.
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Fig. 3 identificacién de antigeno viral en el epididimo. Cortes de
tejidos analizados mediante inmunofiluorescencia indirecta con IgG
de conejo anti-rubulavirus porcino mas conjugado fluoresceinado
de cabra anti-conejo. A. Cerdo testigo no infectado. B. Cerdo
infectado, notese la abundancia de antigeno viral
proximidades de los vasos sanguineos y en la membrana basal del

en las

epitetio. Aumento 10x.



A

Fig. 4 Identificacion de CMN antigeno-positivas. Cortes de
epididimo de cerdos infectados fueron analizados mediante
inmunofluorescencia. A. En el epitelioc se observan células
portadoras de antigeno viral infiltrando la membrana basal, ndtese
ademas la presencia de antigeno en las células epiteliales (flecha).
B. En el tejido intersticial se observan abundantes celulas antigeno-

positivas. Aumento 40x.




RESPUESTA HUMORAL

el RvP-PAC 3

Deter ion de Anti PoOsS

La respuesta humoral al Rubulavirus Porcino se evalud determinando el titulo de
anticuerpos por inhibicién de la hemaglutinacién (IH) y neutralizacién viral. Asites del
experimento se comprobd que ninguno de cerdos tenia anticuerpos contra el RvP. Los
resultados muestran que la infecciin experimental con el RvP-PAC3 induce la
presencia de anticuerpos neutralizantes a partir de la primera semana de infeccion e
inhibidores de la aglutinacién a partir de la segunda semana (ligura §). El analisis de
los titulos de anticuerpos se realizé en base al grado de lesion que presentaron los

cerdos infectados experimentalmente, es decir, los animales con granuloma

macroscopice y sin granuloma; identificando dos tipos de respuesta que corespondia
con el tipo de lesion. Los cerdos 1, 4 y 6, que desarrollaron granulomas, presentaron
los tituios de anticuerpos IH miés elevados.1280 y 256 unidades inhibidoras de ia
hemagiutinacion (UIH); estos tituios se mantuvieron en ias siguientes semanas y
disminuyeron en la séptima semana de infeccion a 64 UIH. Por el contrario los cerdos
2, 3, 5 y 7 (que no desarrollaron lesiones macroscopicas) presentaron titulos bajos de
IH, los cuales se mantuvieron constantes durante todo el experimento, mostrando como
titulos maximos 32 y 64 UIH. En los ensayos para identificar los anticuerpos
neutralizantes se observé el mismo comportamiento, es decir, es decir un grupo con
titulos altos (cerdos 1, 4 y 6) y otro con bajos (cerdos 2, 3, 5, y 5). Los cerdos dei
primer grupo mostraron anticuerpos neutralizantes desde la primera semana de
infeccidn, alcanzando los litulos mas elevados durante la tercera semana, 1024y 2048
unidades neutralizantes (UN); los cuales permanecieron altos hasta la séptima semana
de infeccién en que disminuyeron a 512 y 256 UN. El segundo grupo de cerdos mostro
titulos bajos de anticuerpos neutralizantes, presentando como maximo 128 y 64 UN.
Con base en estos hallazgos decidimos realizar el anilisis de Jos resultados en
correlacién a la presencia o no de granuioma aparente en los cerdos infectados.
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Unidades neutralizartes

Unidades Inhdidoras

e s Hemaghtmacidn
Y

i
.. H i M K °
+t 2 3 & 8 @ |y 2 2 . s 7
Sin granutoma Con granutama
Semanas de Infeccién
Figura 5. Titulo de anticuerpos. Antes y después de la ' se ras de sangre para
separar el suero se determinar el titulo de ar Net Vlral {NV) e Inhibicion de la
Hemaglutinacion (IH). 1-7, las semana de infecclon y r_ada barra represenla los titulos de anticuerpos por
animal.
La glicoproteina HN es el antig ido durante la infecciéon por el

Rubulavirus Porcino.

Ademas de identificar |la respuesta de anticuerpos en los cerdos infectados, se
identifico la cinética de recanocimiento de las proteinas virales durante las diferentes
semanas de infeccion; para esto se realizaron electroforesis de en geles de
poliacrilamida y posteriormente las proteinas virales fueron transferidas a membranas
de nitrocelulosa; se cortaron en y tiras se incubaron con los anticuerpos séricos
obtenidos de cerdos con diferentes pos de inf: ion. Los rﬂ;-
la proteina Hemaglutinina-Neuraminidasa (HN) es inmunodominante en relacion con

mostraron que

las demas proteinas del Rubulavirus Porcino, ya que a partir de la segunda semana de
infeccion y en las siguientes, esta proteina fue reconocida por todos los sueros,
mientras que los anticuerpos de seis cerdos reconocieron la proteina M y sélo cinco
reconocieron a la proteina NP a partir de la quinta semana de infeccion (figuras 6 y 7).
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Fig. 6. inmunotransferencias. Se hicleron corrimientos electroforélicos det RvP-PAC3 en geles de
i 1 liras de 0.5 cm de ancho, se

poliacritamida y se transfirieron a as de r flosa; se
bloquearon con PBS-LECHE y se Incubaron con los diferentes sucros de los cerdos infectados

experimentalmente. Posteriormente se incubd con un anlicuerpo de conejo anti-gamaglobulinas totales con
biotina y después con estreptavidina-peroxidasa; las tiras se revelaron con diaminobenzidina y la reaccion se
detuvo lavando exhaustivamente con agua. 1, 2 y 3, tres sueros de cerdos infectados tomados al azar; A-E,

semanas 1-5 posinfeccion; y F, sernana 7 posinfeccion.
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Figura 7. Porcentajes de reconocimiento de las proteinas del Rubulavirus Porcino, Despuds do roalizar
|a eleciroforesis en geles de poliacrilamida al 10% con SDS. las proteinas virales se translirieron a papel
de nitrocelulosa, se bloquearon y conaron en tiras de 0.5cm de ancho. Las tiras se incubaron con los
sueros de los cerdos con diferentes tiempos de infeccién y con un anti-lgG de cerdo biotinllado,
posteriorments se incubaron con P Y se 1 con 4 allol; 1a

se detuvo lavando exhaustivamente con agua.
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RESPUESTA CELULAR

Respuesta proliferativa de células es a | 5 i éni y al
Rubulavirus Porcino.

Después de’ separar las CMN con gradientes de Ficoli-Hipaque, el namero de
células se ajustd a 1x10%m), se estimularon con las lectinas Con A (1ug/ml) o con PHA
(8ug/mi) y se marcaron con 1uC de *HdTR; la incorporacion de marca radioactiva se
determiné en un contador de centellec beta. Los resuitados se expresan en c.p.my

representan la media + la desviacion esténdar de Y T por tr La
estimulacion basal se determiné con las c.p.m. de células sin estimular, las cuales
siempre fueron menores a 1000 c.p.m. (datos no mostrados).

Protiferacidon celular inducida por Con A. Los ensayos de proliferaciéon de las

CMN en presencia de Con A en los cerdos gos (no ir

) mostraron indices

de estimulacion prendidos entre 80,000 y 85,000 cpm durante todo el experimento.
Cuatro de los 7 cerdos infectados experimentaimente con el RvP (2, 3, 5 y 7) no
presentaron diferencias en ta respuesta a Con A con respecto a los cerdos control; sin
embargo los cer&os 1, 4 y 6 que también fueron infectados experimentalmente
mostraron una disminucion en la su respuesta. La disminucion en la respuesta del
grupo de cerdos que desarrolio granuloma se presemtd en la primera y segunda
semana de infeccion con menos de 20 000 c.p.m. (p<0.001), en la tercera semana este
grupo mostré un incremento en la respuesta (60 O00 c.p.m.); y en la cuarta semana la
incorporacion de ’_HdTR no presento diferencias con respecto a los cerdos control y los
cerdos con granulomas. Durante las siguientes semanas de infeccion la respuesta se
mantuvo sin diferencias entre los cerdos control e infectados sin granulomas y con
granulomas por el resto del experimento (figura 8).
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.Figura 8. Respuesta proliferativa de células mononucleares a Con A. Semanalmente se separaron
células mononucleares y se estimularon durante 72h con !a lectina Con A (1ug/mi); se marcaron con 1uC
de JHATR durante 18h Los resultados representan la media t+ la desviacion estandar de las c.p.m. de
ensayos “t Linea di wa, 3 cerdos control sin infectar; ®, cerdos 2,3, 5y 7
infectados con el RvP sin lesiones granuloma; y O, cerdos 1, 4 y 6 infectados con el RvP con granuloma.

Proliferacion celular inducida por PHA. En los ensayos de estimulacion de
CMN con PHA los cerdos controles mostraron indices de proliferacion comprendidos
entre 80,000 y 110,000 cpm a lo largo del experimento. En los cerdos infectados no se
observé un comportamiento homogéneo en sus valores de estimulacién con PHA
durante todo el experimento, sin embargo, no se presentaron diferencias significativas
entre los cerdos con y sin granulomas, ni de éstos con los cerdos testigos (figura 9).
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PHA, Semar se étul

, i d t 72h con la loc(lna PHA (8:g/mil) y se marcaron con 1C de
HdTR durlnlo 1lh Los resultados represenian 1a media = ia auvlndén esiéndar de las c.p.mm. de
ensayos realizados por tiplicado, Linea discontinua, 3 cerdos conirol sin infeclar; @, cerdos 2,3, 5y 7
infectados con e! RvP sin granuloma; y O, cerdos 1, 4 y 6 infectados con el RvP con granuloma.,

Proliferacion celular inducida por el RvP. Para 1a evaluacion de la respuesta
proliferativa al RvP, las CMN se estimularon en presencia del! antigeno viral

concentrado del sobrenadante de células PK-15 infectadas con el RvP-PAC3 (10-
12ug/ml) y un control de antigeno negativo, que consistio en un sobrenadante de
células PK-15 sin infectar (10-12ug/mi); tas CMN se marcaron durante 18 horas con
1uC de HATR y la incorporacion de ia marca se determind en un contador de centelieo

beta; los resuitados se expresan en c.p.m. y representan la di
estandar de ensayos

+ la desviacio
realizados por triplicad La imulacio

v inespecifica se
determiné en las células sin antigeno (medio de cuitivo), la cual en todos los ensayos
fue menor a 1000 c.p.m; de la misma manera, a presencia del antigeno negativo no
indujo la proliferacién de las CMN de los animal f

ni ig {(datos no
mostrados). En experimentos previos determinamos que se requieren 5 dias de
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estimulo antigénico para identificar los niveles maximos de incorporacion de HJTR
durante la respuesta inducida por el RvP (datos no mostrados), por lo tanto los datos
siguientes se obtuvieron en experimentos realizados con 5 dias de incubacién con el

virus,

Los resultados de la estimulacién con el virus en las CMN de los animales
infectados mostraron un comportamiento bimodal similar al que observamos con ia
Con A: las CMN .de los cerdos 2, 3, § y 7 presentaron indices de estimulacion
comprendidos entre 15,000 y 25,000 cpm; mientras que los cerdos 1, 4 y 6
desarrollaron valores de estimulacion 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
infeccién, con una tendencia ascendente que alcanzé su punto maximo en la cuarta
semana, disminuyendo gradualmente en las siguientes semanas del experimento
(figura 10). La estimulacién de CMN de cerdos testigos con el antigeno viral no indujo
incremento aiguno-en ics valores basales de proliferacion.

- 30 4 E .
g rd \I
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Semanas de Infeccién

Figura 10. Respuesta proliferativa de células mononucleares a CMN. Semanalmente se separaron
célutas mononucteares, se estimularon durante 72h con el Rubulavirus Porcino (10-12pug/imi) y se
marcaron con 1uC de HdTR durante 18h. Los resullados representan ta media £ la desviacion estandar
de las c.p.m. de ensayos realizados por triplicado. Linea discontinua, 3 cerdos contral sin infectar; @,
cerdos 2, 3, 5 y 7 infectados con €] RvP sin granulomas; y Q. cerdos 1, 4 y 6 infectados con el RvP con

granulomas,
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ion de p lul en e periférica,
La identifi ion de blaciones celulares se realizé por citometria de fiujo
utilizando anticuerpos monoclonales contra las éculas p il CD2 (linfoci mn.
1gM (linfocitos B) y M1 (monocitos y macréfagos) y segundos anticuerpos conjugados a

FITC. Para determinar la intensidad de la fluorescencia de cada marcador las células
se analizaron con histogramas (figura 11).

P -___cpg .. Untoctica B8 ».
(Y] 4 M1 E M1
o . —y , —
o 3 e A
rianeded de FAxy s scences
Figura 11. ¢ Q de las es CD2+, Linfocitos B y monocitos. Después de marca las

células mononucleares antes y después de la infeccién con los anticuerpos anti-CD2, anti-IgM y anti-
monocitos/macrélagos, y con segundos anlicuerpos conjugados con FITC. Posteriornmente las células se
analizaron por citometria de tujo. ‘

Determi ion de Linfoci T. En los cerdos infectados la proporcion de
poblaciones celulares sufrid modificaciones importantes. Las céiulas CD2+ de los
cerdos 2, 3, 5 y 7 (sin granulomas) se incrementaron durante la primera y segunda
semana de infeccion, 40 y 16%, 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 reduccion cercana al 20% en las células
CD2"; sin embargo,. en la cuarta semana ambos grupos mostraron una recuperacion
que ascendid 16% sobre los valores del grupo control (figura 12-A).
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ion de linfoci B. En los cerdos infectados 2, 3, § y 7 (sin

Deter
granulomas) se observo una tendencia decreciente irregular, ya que i1os porcentajes de
células IgM+ disminuyeron 26% en la primera semana, regresaron a los valores
normales en la segunda, y volvieron a disminuir en la tercera y cuarta semana- 30 y
25% respectivamente, todo esto en relacion al valor de los cerdos testigos. Mientras
que en [os cerdos con granulomas (1. 4 y 6) se presenté un ligero aumento en las dos
primeras semanas de 6 y 12%; pero en la tercera y cuarta semanas los valores de esta

poblacion bajaron 30 y 45% respectivamente (figura 12-8).

coz* Linfocitos B Monockos
L] -
» < -
= P e SN 5
-4 T 4 = \yx I
3 :{’_;-i
° a 1 2 3 - o 1 2 3 a ° A .
Sernirwe de iecoln Semarms dw Fecaan Semarms de iNeccn
Figura 12. Porcentajes celulares CD2°, de lir B y Monoci Semanalmente se
separaron las CMN, se con un po monociona! anti-CD2, anti-igM o anti-
] ria de fiujo. Linea discontinua, 3 cerdos control sin

mor por
infectar; ®, cerdos 2, 3, 5 y 7 lnleclados con el RvP sin granulomas; y O, cerdos 1, 4 y 8 infectados con
el RvP con granulomas.

¥ A diferencia de lo observado en la determinacion
{M1+) presentaron una

Determi de M
de linfocitos T y B, los valores de mor il y macrofag
tendencia similar en ios dos grupos de cerdos infectados. Durante la primera semana

de infeccidn, la poblacidn M1+ aumento 123% en los cerdos sin granulomas y 59% en
los cerdos con granulomas. en las siguientes semanas esta poblacion disminuyo
drasticamente (abroximadamenle 55% por abajo del contral) en todos los cerdos
infectados. En la cuarta semana ios valores de células regresaron a la normalidad sin
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observarse diferencias signi i con resp a los cerdos sin infectar (figura 12-
C).

ion de bpobl de linfocitos T.

Ademas de analizar los porcentajes de las poblaciones celulares CD2°, de
linfocitos B y de monocitos, se determiné el comportamiento de tres de las
b de linfoci T del cerdo: los linfocitos CD4°CD8°, CD4CDB’® y
CD4°CD8", las cuales se analizaron en una grafica de contorno (figura 13) graficando
en el eje de las ordenadas a las células CD4’, y en el eje de la's abcisas a las células
CD8"; en esta grafica se pueden distinguir cuatro regiones: 1) focalizada en la parte
superior izquierda que muestra los porcentajes de linfocitos CD4°CD8"; 2) localizada en

la parte inferior izquierda que muestra las células CD4°'CD8"; 3) localizada en la parte
superior derecha que muestra los porcentajes de linfocitos CD4°CD8*; y 4) localizada
en la region inferior derecha que muestra los porcentajes de linfocitos CD4°'CD8". En
los cerdos no infectados los valores de las subpoblaciones CD4°CD8’; CD4CD8" y
CD4°CD38° de linfocitos T correspondieron al 25, 16 y 7% respectivamente, con ligeras
variaciones no significativas a lo largo del experimento (figura 14).

Determi ion de linfocit T CD4°CD8". Los resultados de este analisis

muestran una tendencia decreciente muy parecida entre los dos grupos de cerdos
infectados, siendo ligeramente menor la reduccion en Ios cerdos sin granuloma. Asi,
los linfocitos CD4°CD8’ disminuyeron graduaimente desde la primera semana de
infeccion, alcanzando el pico mas bajo en !a tercera semana, 62 y 68% en relacion al
control, en los cerdos con y sin granulomas, respectivamente. En la cuarta semana la
poblacion CD4°CD8" regresé a valores de normalid uni te en los cerdos sin
granuloma, permaneciendo bajos en los cerdos con granulomas (figura 14-A).
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Figura 13. Grifica de contomo. Después de marca las células mononucieares antes y después de la
infeccion con los anticuerpas anti-CD4 y anti-CD8, y con segundos anticuerpos conjugados con FITC y
PE, las céiulas se analizaron por citomelria de flujo.

Determinacién de linfocitos T CD4°CD8". El comportamisnto en esta poblacion
fue casi similar en los dos grupos de cerdos inf La poblacién de linfocit CcD4”

CD8" aumento 33% durante {a primera semana de infeccion en los cerdos que no
presentaron granulomas y 17% los cerdos con granulomas. En las siguientes semanas
la poblacion disminuyo, y en la tercera semana se observd una disminucion del 19% en
los cerdos sin lesiones y 12% en los cerdos con granuloma. En la cuarta semana la
poblacién CD4'CD8’ incrementé 23% todos los cerdos infectados (figura 14-B).

Determinacion de linfocitos T CD4°CDB8*. La poblacion CD4°CD8° durante
todo el experimento presentd un aumento gradual mayor al grupo control, con

excepcion de la tercera semana. En la primera lap 1 at 1o 57% en

todos los cerdos infectados; en la segunda 1a el ad o fue yor en los cerdos

sin granulomas (160%), que en los cerdos con granulomas (71%). En la tercer semana,
es de lir i T, las células CD4°CD8*

disminuyeron 45% con respecto al grupo control y en la cuarta a esta p )

como ocurrié con las otras




aumento 60% en ios cerdos sin granulomas y 20% en los cerdos con granulomas con

respecto a los sin inf (figura 14-C).
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Figura 14. Porcentsjes celuares de linfocitos CD4°CD8" (A), CD4'CDB’ (B) y CD4’CD8*(C). Semanaimerte se
separaron ias CMN, se marcaron con un anticuerpo monocional at-CD4 y anti-CDS, y se anslizaron por
citometia de flujo. Linea discontinua, 3 cerdos control sin infectar; @, rdos 2, 3,5y 7 con ef
RvP sin granulomas:; y O, cerdos 1, 4 y 8 infectados con sl RvP con granulomas.

Identificacion de las bpoblaci de linfoci T que predominan durante el

slo con el Rubulavirus Porcino.

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar los porcentajes de linfocitos
CD4’CD8°, CD4CD8* y CD4°CD8" que predominan después de estimular las CMN
(1x10° /pozo) durante S dias con el RvP (10-12ug/mi); utilizando como testigo positivo
de la proliferacion celular la PHA (Bug/ml) y como testigo negative medio de cultivo sin
antigeno. Las células se analizaron por citometria, graficando el tamano de las células
{eje de las ordenadaé) contra ia granularidad (ejes de las abcisas), distinguiendo dos

subpob iones: una poblacion de lir i pequefios (R1) y una poblacion de
linfoblastos (R2) (figura 15). Con este analisis observamos que las células control que
no fueron eslimulada.s, 1a mayor parte correspondid a los linfocitos pequersios; mientras
que en las células estimuladas con el virus, observamos un aumento en la poblacion de
finfoblastos; y en las células estimuladas con PHA, la mayor propbr'cién ceilutar
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correspondio a los linfoblastos (figura 15). Los porcentajes de linfocitos CD4°*, CD8* y
2 y de

es de linfocitos peq

CD4°CD8"* fueron determinados en las pobl
linfoblastos oblenidos'después de la estimulacion con el RvP o con PHA (figura 16).

Rubutaviiue Poscino

Q02=0-c3peg

Figura 15 Graﬁr.n de tamario celular. Después de estimular ias células mononucieares con el virus, con
L] contra la granuliaridad

PHA o . fu
c-lulnr.

infoci! pequenios. E! analisis de ia

on del f po de
pequenos mostré que al estimular las células con PHA se

Deter

poblacion de linf
incrementaban 123% los porcentajes de linfocitos CD4°CD8" (de 17% a 38%),

linfocitos CD4°CD8" no mostraron cambios importantes, y los linfocitos CD4°CD8
disminuyeron 57% (de 7% a 4%). En las células estimuladas con el virus ocbservamos
un incremento del 88% (de 17 a 32%) en los porcentajes de linfocitos CD4°CDS8’; ios
porcentajes de linfocitos CD4'CD8° no presentaron cambios importantes y la
disminucion en los porcentajes de linfocitos CD4°CD8° fue similar a las céiulas

estimuladas con la PHA.
La blacion de lir

Determinacion del fi ipo de linfob).
presenté los cambios mas interesantes, ya que al estimular las células con PHA, el
incremento en los porcentajes de linfocitos CD4°CD8" fue de 190% (de! 20% al 58%);

mientras que los linfocitos CD4'CD8* aumentaron 15% (de 19 a 22%) y los linfocitos
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CD4°CD8" disminuyeron 20% (de 10% a 8%). En las células que fueron estimuladas
con el virus, se observd que los linfocitos CD4°CD8" incrementaron 95% (de 20 a 39%),
los linfocitos CD4°CD8* disminuyeron 26% (de 19 a 14%) y ios linfocitos CD4°CD8"* se
incrementaron 110% (de 10 a 21%), es decir 25% mis que los porcentajes de linfocitos
CD4°CD8". Este cambio en el fenotipo de fos linfoblastos hacia células doble positivas
inducido por la estimulacion con e! RvP no fue observado en ias células testigo

estimuladas con PHA.

Control
Vvirus

R2

Figura 16. Grafica de contorno. Después de estitnutar las células mononucieares con el virus, con PHA o
sin estimular, las células 1 con los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8, y con

segundos anticuerpos conjugados con FITC y PE, y las células se analizaron por cllomelria de fiujo. R1,
Comresponde a la poblacién de linfocilos pequerios; y R2, ala ge lir
determinadas en la grafica 15.
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ESTUDIO DE LA INTERACCION VIRUS-CELULAS
Poblacién de CMN reconocida por el RvP-PAC3.

Para determinar la poblacion celular que el virus reconoce y que podria ser
utilizada como medio de transporte y/o como blanco para la multiplicacion, las CMN se
incubaron RvP y después con los anticuerpos monocionales especificos para las
diferentes poblaciones celulares del cerdo y con anlicuerpos policlonales contra el
RvP-PAC3, analizando las células por citometria de flujo. Los resultados muestran que

el virus es capaz de reconocer a monoci y macréfagos (M1+), linfoci! B (igM+)y a
linfocitos T (CD4° y CD8*). La interaccion del RvP fue diferente con cada una de las
poblaciones celulares anatizadas, reconociendo en orden decreciente: 43% de los
moncocitos y macrofagos, 30% de los linfocitos B y 19% de los linfocitos T totales
(CD2%); y de estos Gitimos 21% de las células CD8" y 17% de células CD4"* (figura 17).

Susceptibilidad de células adherentes y no adherentes.

Como el hecho de reconocer una blacion en ial no indica

P

necesariamente que esta pueda ser blanco de la inf ion, se r i on infecciones

experimentales de células adherentes y no adherentes, para determinar mediante la
actividad aglutinante de los sobrenadantes, e identificar si el virus es o no capaz de
multiplicarse en ellas. Las poblaciones adherentes y no adherén(es se separaron en
una placa de microcultivo, se infectaron con 300 DICCs del RVP-PAC3 y se tomaron
muestras del sobrenadante a diferentes tiempos para determinar su actividad
aglutinante con eritrocitos de bovino al 0.5%. Los resultados mostraron la presencia de
actividad hemaglutinante en los sobrenadantes de las células adherentes después de

48 h de infeccion, ademas de cobservar l|a for V de sir y lisis celular a partir
de las 72 h de infeccion, la viabilidad de estas células se redujo 50% a las 118 h. En la
poblacion de células no adherentes infectadas. no se identificé actividad

hemaglutinante en los sobrenadantes, sin embargo a partir de las 24 h de infeccion la
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viabllidad celular fue disminuyendo hasta el 20% (pérdida del 80% de la poblacion
celular) después de 118 h de infeccién en que se detuvo el experimento (figura 18).

quura 17. Porcentajes de CMN reconocidas por el Rubulavirus Porcino. Las CMN se ajustaron a 1 x
10ml y se incubaron 30 min con el RvP-PAC3, después con anlicuerpos especiticos contra las
diferentes poblaciones celulares, y finalmente con un anticuerpo contra el RvP; posteriormente tas
células analizaron por citometria de fiujo. Cada bara representa (a media x ta desviacién estandar de
cuatro cerdos. La bamra blanca indica el porcentaje de la poblacion, y la barra con lineas diagonales el
porcentaje de la poblacidén que es reconocida por e} virus.
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Unidades Aghtinanies

T
H
1P PR 09

—— T ——— T T
EZ a 72 L] 118
Horas de infeccién

Figura 15. s;;s:epunmaaa de células adherentes y no adherentes. D 63 de
de célul tes tes en placas de microcullivo, se infectaron con 300 DICCyo y 80

manluvlaron en cultivo dumma 118 h. Cada dia se tomaron muestras para determinar (a aclividad
aglutinante con eritrocitos de bocino al 0.5%; linea conlinua, curva de actividad aglutinante; iinea
disconlinua, viabilidad celutar; circulos, células adherentes; y cuadrados, células no adherentes.
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DISCUSION.

En este trabajo se evaltGan diversos parametros para conocer algunos aspectos
de la respuesta inmune celular y humoral de cerdos infectados experimentaimente con
el Rubulavirus 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 neurolégicas, respiratorias y reproductivas (Stephano et al.,
1981; Stephano et al, 1988), estas Gltimas presentan la formacion de granulomas en
epididimo y atrofia testicular (Campos et a/.. 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
i biologil del Rubulavirus Porcino (Stephano ef al., 1983; Moreno-Lépez

caracter
et al, 1986; Sundqvist et a/., 1990; Berg et a/., 1991; Sundqvist et a/., 1991; Berg et al.,
1993a; Reyes-lLeyva et al. 1997), asi como algunos
infectados natural y
Campos et al., 1991;

19922a; Reyes-Leyva et al.,
aspectos de ilas lesiones que provoca el virus en cerdos
experimentalmente (Stephano et al., 1988; Pérez et a/,. 1988;
Allan et al, 1996). Sin embargo, se desconocen las caracteristicas de la respuesta
inmune de tipo humoral o celular al RvP, asi como las lesiones histoldgicas de cerdos
adultos con granuiomas 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 infeccion experimental se realizé por via intranasal, y fue posible
reproducir los signos clinicos reportados previamente en animales infectados en forma
natural (Campos et al, 1991); los cuales se caracterizan por la formacién de
granulomas en epididimo, apreciables a partir de ia segunda semana de infeccion, y la
atrofia testicular después de 7 semanas de infeccion. La presencia de los granulomas
se observé macroscopicamente sdlo en tres de los siete cerdos infectados, en los
cuales, el analisis del eyaculado mostréo una gradual disminucién en la concentracion
de espermatozoides a tal grado que liega a ser imposible identificarlos en el eyaculado,
sin embargo, el volumen total del eyaculado y el libido del animal permanecieron sin
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cambios (Ramirez en preparacidn). Estos resultados explican la disminucidon en los
porcentajes de fertilidad observados en brotes naturales de la enfermedad (Campos
1991, CONASA 1995). Realizando e! anadlisis hi 16gi del iculo y el epididimo
logramos identificar lesiones semejantes a las identificadas por olros investigadores en
cerdos de 8 meses g:!e' edad infectados experimentalmente (Ramirez en preparacion);
en nuestros resultados se observd que la severidad de la tesién fue menor en los

cerdos sin granuloma en comparacién con los cerdos que si presentan granuloma. Las
caracteristicas de las lesiones histolégicas como la wvacuolizacién, destrucciéon e
hipercromatismo de las células germinales; asi como la destruccion del epitelio
pseudoestratificado, sugiere que estas células son el sitio de multiplicaciéon viral. Un
cuadro histopatoldogico similar ha sido observado en los testiculos y epididimos de
jovenes infectados en forma natural con el virus de 1a parotiditis humana (Robbins et
al., 1984),

El RvP ha sido aislado a partir de diferentes drganos de lechones infectados
natural y experimentalmente (Stephano ef al, 1988; Allan ef a/l.,, 1996); mostrando una
amplia multiplicacion en el sistema nervioso central, pulmén y érganos linfaticos
asociados al tracto respiratorio; se ha confirmado la presencia del antigeno viral
mediante inmunoflourescencia en esos tejido; sin embargo, en estos animales no se ha
demostrado la presencia del virus en drganos reproductores (Allan et al., 1996). En
cerdos adultos infectados experimentalmente se ha logrado aislar al RvP a partir del
semen y de diversos drganos reproductivos, como son el epididimo, los testiculos y las
glandulas bulbouretrales (Ramirez en preparacion). En este trabajo se identifico la

presencia del antigeno viral en cortes histologicos solamente de los epididimos que

mostraban las lesiones descritas con anterioridad, 1o que confirma que dichas lesiones

son el resultado de la multiplicacion viral en estos tejidos. Reyes-Leyva et al., (1993a)
realizaron ensayos de competencia con diferentes aztcares con el objeto de estudiar el
tropismo tisular del RvP; observando que, como en olros paramixovirus, el RvP
reconoce moléculas ricas en acido sidlico, siendo el oligosacarido sialilu2,3lactosa el
anico capaz de inhibir las actividades hemaglutinante y formadora de sincicios del
virus. Nuestro grupo ha demostrado que la expresion de la molécula sialil2,3lactosa
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en la membrana celular es determinante en la susceptibilidad de células Vero al RvP
(Reyes-lLeyva et al., 1997). Recientemente, se ha identificado la presencia de

sialila2,3lactosa en diferentes tejidos de cerdos sanos; sobre todo en el sistema
on en v t En

nervioso central, principal érgano blanco de la ir
cerdos adulitos, la expresion de este oligosacarido disminuye considerablemente en el
sistema nervioso central, observandose por el contrario un notable incremento de su
expresion en el epididimo y testiculo de estos animales (Reyes-Leyva en preparacion).
lig arido sialila2,3| es importante en la

Todo estos datos indican que el
determinacion del tropismo viral y la susceptibilidad tisular a la infeccién. La
identificacion del virus en érganos reproductivos de cerdos aduldu y el tipo de lesiones
observadas en este trabajo sugieren que el RvP es responsable de la formacién del
granuloma.

En cuanto a la respuesta humoral al Rubulavirus porcino, la implementacion de
técnicas para detectar anticuerpos especificos contra en RvP (Gay 1989; Hernandez-
Jauregui et al, 19929; Ramirez ef al., 1896) ha permitido realizar estudios
epidemiologicos para conocer la distribucion de la enfermedad en ia Republica
Mexicana (Carreon ef al., 1989). En la respuesta inmune a otros paramixovirus como el
virus de parainfluenza 3, se ha reportado que los anticuerpos dirigidos contra la
proteina HN se identifican desde el primer contacto con el virus y aumentan
progresivamente con las reinfecciones; mientras que los anllcuérpos contra la proteina
F se detectan solo después de miitiples 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 proteccién contra la infeccién (Ray
et al., 1990). Este trabajo demuestra que la inoculacion experimental del RvP fue capaz
de inducir la presencia de anticuerpos neutralizantes a partir de la primera semana de
infeccion e inhibidores de la hemaglutinacion después de la segunda semana; los
cuales presentaron los titulos mas elevados después de la formacion del granuloma
(tercera y cuarta semana de infeccion). El analisis de la especificidad de los
anticuerpos, realizado mediante ensayos de inmunolransferencia, revelé que durante

las primeras semanas de infeccion los anticuerpos estan dirigidos contra ia
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glicoproteina HN. siendo hasia fa cuarta y quinta semanas cuando se detecta la

presencia de anticuerpos contra ouas proteinas como son ia M y ta NP,
resp i te. No ob

1te que otras proteinas fueron la g i
HN se mantuvo como inmunodominante durante todo et experimento; a diferencia de la
glicoprateina F que no fue p identifi d

1a [~ a la pobre
inmunogenicidad de esta proteina (Ray et al.. 1990). Con base en estos resultados, se
proponer a la proteina HN como un buen candidato para fa elaboracion de vacunas
que ayuden al control de {a enfermedad en el pais; por 1o que en nuestro laboratorio ae
ha realizado la sintesis de algunos epitopes inmunogénicos de la proteina HN, los
cuales se han determina por medio de algoritmos computacionales, {os cualea son

reconocidos por suesos de cerdos infectados natural y experimentalmente con el RvP
(Zenteno et al., en preparacion).

Hasta la fecha, los reportes relacionados con la respuesta inmune celular al
Rubulavirus Porcino retieren observaciones clinicas que sugieren que la enfermedad
o8 autolimitante, dnbuéa de aigun tiempo desaparecen los signos clinicos y no es
pasible detectar anticuerpos contra el virus en los animales que se canservaron en la

al i

granja (Stephano ef al., 1993). Sin embargo, no se han reatizado estudios que permita
identificar la participacion de la respuesta celular como determinante de la
nitacion de ia inf

1. En este trabajo se analizd la respuesta proliferativa de
las ceélulas mononucleares (CMN) de cerdos infectados y testigos a las lectinas

fitohemagiutinina (PHA) y Concanavalina A (Con A), las cuales son mitdgenocs que
estimulan la proliferacian policional de los linfocitos T, la PHA estimula a las células T
cuando reconoce a ia cadena a. 3 o v del receptor del linfocito T (TCR) sin reconocer el
camplejo CD3 (Chilson et al, 1989); por otro lado la Con A estimula los tinfacitos T
cuando reconcce complejo CD3 y tas cadenas det TCR (Licastro et al., 1993).

El andlisis de la respuesta proliferativa de CMN a PHA en foa cerdos infectados
y testigos no mostré diferencias significativas entre elios; por el contrario, en la
respuesta proliferativa a Con A se observd que (os cerdos con granulomas
macroscapicos presén\aron una disminucién significativa en sus
proliferacion, durante las dos primeras semanas de ir

indices de
1on en

'] 6n caon los
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cerdos infectados que no presentaron granulomas visibles y con el grupo de cerdos sin
infectar, en los cuales no se observaron b on la ta. A partir de la tercera
semana !a respuesta a Con A no mostré cambios en ninguno de ios grupos.
Alteraciones similares se han reportado en olras infecciones virales tales como el virus
de! Sarampién o con el virus de ia enfermedad de! Aujezky. En el caso del virus del
Sarampién, se ha prop que el s® P bido a ia is de
citocinas coestimuladoras como la IL-2 ya que la administracion /in vitro de esta citocina
restaura )a proliferacién de las CMN (Ward et &/ ., 1993; Griffin et a/, 1988); en la

enfermedad del Aujezky, ad s se® ha prop to Ia p ia de algunos factores
solubles inducidos por e! virus que inhiben la proliferacion de las CMN (Chinsakchai e
al., 1994). Por otro lado, se ha ado que Ia ir 6n de los con el
virus del Sarampién puede ser olra causa pars que s@ p e una i6n en la

raspuesta proliferativa a lectinas mitogénicas (Esclen ef a/., 1993; Griffin of al., 1994),
debido a qud las lsctinas mitogénicas como Ia PHA necesitan Ia presencia de células
presentadoras de antigeno, ya que anticuerpos dirigidos contra el MHC suprimen |a
respuesta proliferativa inducida por esta lectina (Kimura and Ersson, 1981; Licastro ef
al., 19983). En nuestros resultados se observé que los cerdos que presentan una

disminucidn en |a respuesta proliferativa a Con A, responden corr ala
PHA, lo que sugiesre que la alteracidon en ia respuesta que presentan los animales
infectados con el RvP, es diferente a la que se presentan con @) virus del Sarampién o
con el virus de |a enfermedad de Aujezki, que provocan disminucién en ia respussta de
CMN a Con A. Se ha demostrado que en la resp ta prolifi ives del lir porci
a Con A requiere |a participacién activa de la porcion ¢ del CD3, asi como algunos
mecanismos de activacion intracelular como la p72"" (Takeuchi et al., 1993).
Considerando que se aprecia una deficiente respuesta a la Con A en los linfocitos de
algunos animales infi princip te en la primera y segunda semana de la
infeccién, seria importante evaluar los de acti ion celular mediados por
@1 CD3 o 1a p72"™, en la infeccién con el Rubulavirus porcino.

La respuesta proliferativa de las CMN frente al Rubulavirus Porcino se identificé
a partir de la -_-gunda de ir idn, en que se presentan los
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idimo. La mejor respuesta proliferativa de ias CMN a! RvP se

granul en ep
presentdé en la cuarta semana de infeccion y en la siguiente semana disminuydo
gradualmente. Estos resuitados confirman que |a enfermedad de QOjo Azul! es
autolimitante como se habia propuesto (Stephano et al/, 1988), y sugiere que el
proceso se inicia a partir de la cuarta semana de infeccion, después de que se han
d, debido a la i ion del virus e

desarrollado las lesiones de la enfermeda
mecanismas celulares. Ademas, podemos proponer que las res primeras semanas de
infeccion son criticas para el desarrolio de la infeccién, ya que los animales con una

pobre respuesta inmune celular durante este tiempo desarrollan granulomas en

epididimo y atrofia testicular.

La presencia de linfocitos T dobles positivos (CD4°CD8°) es un evento Unico en
los cerdos, que se presenta en condiciones normales en sangre periférica y en tejidos
linfoides (Saalmdeller et a/., 1987; Zuckermann et al., 1996; Yang ef al, 1996) ), a
diferencia del humano que en condiciones normales expresa <3% de linfocitos dobles
positivos, y en algunos procesos patologicos exprasa hasta un 15% (De Maria ef &/,
1987). Resultados recientes sugieren que la pobiacion doble positiva del cerdo podria
representar una estirpe de células de memoria, ya que estas células expresan altos
porcentajes de la integrina a4/a31, que en humanos se ha relacionado con células de
memoria, en comparacion con los linfocitos CD4°CD8" (Zuckermann et al, 1996).
Ademas, esta poblacién de linfocitos es capaz de responder al estimulo antigénico in
vitro, predominando después del estimulo con virus, bacterias o parasitos sobre otras
poblaciones celuiares (Petscovitz et a/., 1994; Kimman et al., 1995; Zuckermann et a/.,
1996). Ese trabajo’ muestra que tanto los linfocitos CD4°CD8° como los linfocitos
CD4°CD8" son capaces de responder al estimulo in vitro con el virus, pero en nuestros
resultados observamos que el incremento en los porcentajes de las células dobles
positivas fue mayor-al de las CD4°CD8" en comparacian con el control, y en base a los
antecedentes de esta poblaciéon, podemos suponer que los linfocitos CD4°CD8°
podrian estar jugando un papel importante en la respuesta secundaria frente al RvP.

Estudios realizados en cerdo infectados con el virus del Sindrome Respiratorio y
Reproducivo del Cerdo (PRRS) (Shimizu et al., 1996), con el virus de la Fiebre Porcina
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Africana (FPA) (Ramiro-lbafiez et al.,, 1997) y con el virus de la enfermedad de Aujezky

{(Wang et al., 1988; Kimman et al., 1995), han mostrado los en las p as
celulares de sangre periférica debid alair on; los rest de estos estudios
infoci CD4 y at o de los

revelaron una disminucion en los porcentajes de lir

linfocitos CDB; es importante hacer notar que ninguno de estos estudios ha evaiuado la

poblacion de linfocitos CD4°CD8°, debido probablemente a la dificultad de su analisis.
as de ar los Ui

En los cerdos infactados con PRRS, los autores
CD4°CD8 y CD4'CD8’, determinaron la proporcion de linfocitos CD4/CDB, observando
que esta proporcion disminuye debido a la disminucion de os linfocitos CD4°CD8 y al
aumento de CD4'CD8°, por lo que los autores sugieren la existencia de ciertos
estimulos fisiolégicos en los cerdos infectados con PRRS que inducen @i incremento en
los linfocitos CD8 (Shimizu et al., 1996); esta deducciéon la basaron en el hecho de que
el virus no fue capaz de eliminar la poblacion CD4°CD8 o que el virus fuera capaz de
estimular la proliferacion de los linfocitos CD4'CD8". Por el contrario, en los cerdos
infectados con el virus de ia FPA que presentaron la miim. tendencia en Ias

poblaciones celulares, disminucién de los linfocitos CD4°CD8" y el aumento de ios CD4"
CD8" en la infeccion aguda y el aumento de poblaciones en la inf ion cronica;

los autores sugieren que en la infeccion aguda la actividad toxi de ios linf
CD4°CD8* no requieren la participacidon de los linfocilos cooperadores, como sucede
virus en roedores donde la eliminacion de células

con la ir i6n por citor
CD4°CDB8 no afecta el control del virus por la poblacion CD4°CD8"* (Jonjic et al., 1989);

mientras que en la infeccidn crénica, es ia la participacion de b
interesante obtenido en este trabajo, fue

poblaciones celulares. Un dato la
determinacion de la poblacién CD4°CDB8’ durante infeccion por el RvP, 1a cual no ha

sido reportada previamente en otra infeccion del cerdo.
blaciones celulares durante la infeccion del RvP fueron

similares a otras infeciones virales del cerdo; en las cuales se presenta un aumento en

la poblacion de linfocitos CD4'CD8® y una disminucion en la poblacion CD4°CD8".
Nuestros resultados indicaron que los linfocitos CD4'CD8"* se incrementaron 40% en la

Los bios en las p

primera semana y 16% en la segunda semana, en los cerdos sin granuloma; mientras
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que los porcentajes de CD4°CD8" disminuyen gradualmente durante la infeccién en los
cerdos con y sin granuloma. Una posible explicacion a la disminucién de los CD4 seria

que el virus estuviera esliminando esta poblacién celular, como sucede con el virus del
i de las céiuias no adherentes y

SIDA ( ); pero después de ti ia st
observar que unicamente e! RvP es capaz de reconocer el 19% de esta poblacion sin

multiplicarse en ella, podemos asegurar que este fenébmeno No se presenta en la
infeccion por e} RvP, por lo (jue podriamos pensar que ja disminucion de esta
poblacion podria deberse a un reclutamiento celular en los 6rganos blanco de la
infeccion del RvP, como se ha propuesto en otras infecciones virales de! cerdo (Page
et al., 1992). Por otro lado, el mayor aumento de la poblacion CD4'CD8* en los cerdos

sin granuloma en comparacion con los cerdos que desarrollaron granuloma durante las
tividad ci es importante en

primeras semana de jr 6N, Nos sugiere que [a
el control de la multiplicacién viral en el epididimo y testiculo. En cuanto a la poblacion

CD4°CDB8° el incremento gradual durante la infeccién por el RvP, en primer lugar
podria deberse a un refisjo normal de esta poblacién, ya que previamente se ha
reportado que esta poblacion incrementa con 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 refieje mayor memoria inmune
frente al RvP y en consecuencia mejor control de la enfermedad.

La poblacion de monocitos ha mostrado ser un importante sitio para
multiplicacion de! virus del Sarampién (Solonen et a/., 1988; Esolen et al., 1993) y el
virus de {a enfermedad de Aujezky (Chinsakchai et a/., 1994), entre otras infecciones
virales. Nuestros resuitados indican que el RvP también reconoce preferencialmente a
los ensayos de susceptibilidad en las céiulas adherentes de cerdos

los monocitos;
sanos mostraron que el RvP reconoce el 43% de los monocitos y forma sincicios,

provocando lisis celular, detectandose la presencia del RvP en el liquido de cultivo
después de 72 h incubacion. Por otro lado, aunque el RvP también reconoce linfocitos
no es capaz de multiplicarse en su interior, lo cual sugiere un posible papel de los
linfocitos (y células mononucieares en general) en el transporte sanguineo del virus

hacia sus 6érganos blanco.




Este trabajo presentd jos primeros reportes de la respuesta celular y humoral al

Rubulavirus Porcino; posteriores estudios serén ios para : cuales
son los i que 'an que respuesta celular eficazr que capar de
controlar la multiplicacion del virus en los organos blanco y en consecuencia evi

lesiones granulomatosas. Ademis, sera interesante identificar como se encuentra ia
en el sitio del! dano, analizar el

blaciones iulares de linf
transporte de virus y la participacion de la

distribucién de las p
posible papel de los linfocitos en el
glicoproteinas viraies en el transporte o en actividades reguladoras de la respuesta

inmune.
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CONCLUSIONES

‘1. Los signos clinicos y las l(esiones en drganos sewafes (ueron reproducidos
exparimentalmente en cerdos adultos inoculados por wia intranasal con el
Rubulavirus Porcino-PAC3: aunque ia severidad y {a f ién del gr: 1] fus
mis evidente en tres de fos siele animales infectados. Loss giranuiornas se forman

entre ia l.gund.i y tescera semana de infeccion.

2. Elanalisis de ia respuesta humorat y celular se realizo en basse ala seweridad de (as

lesiones gque pressntaron los cerdas, identificando que:
a) los cerdos sin granulomas y con ligeras lesiones en s diganos blanco, no
presentaron cambios en la respuesta @ 1as lectinas PHA. y Con A con respecto
a los cerdos control; la respuesta proliferativa i vitro 8l FRwP us sayor que en
los cerdos con granulomas y presentaron tituios bajos cle anlicuerrpos contra

of RvP-PAC3.
b) las cerdos con granulomas y con severas lesiones en los érgarros blanco,
presentaron una disminucion en la respuesta a Con A en las primeras

semanas de infeccion y titulos altos de anticuerpos.
3. E! anadlisis de los porcerntajes de las poblaciones celujares des sangre periférica
permitié identificar que
c) este es el primer trabajo que anafiza la poblacion de linFocitos CD4°CDE”
durante una infeccian experimental del cerdo.

d) los cerdos sin granuloma, presentaron los porcemajes ranz elevados de
ilos en las pri e nf ion

linfocitos CD4°CD8" y de mon
®) los cerdos con granuloma, presentaron los porcentajes maaa elevados de

linfocitos B.
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f) los porcentajes de linfocitos CD4°CD8" disminuyeron durante ia infeccion en
ambos grupos de cerdos, pero esta disminucion fue mas notable en las
primeras semanas en los cerdos con granulomas.

g) los porcentajes de linfocilos cb4’cD8* presentaron  una
ascendente en ambos grupos, pero en la cuarta semana de infeccion los

tendencia

cerdos sin granulomas presentaron los porcentajes mas elevados.

4. E! andlisis de la respuesta humoral y la especificidad de los anticuerpos séricos
por inmunotransferencia demostraron que :

d) es posible identificar anticuerpos séricos contra el RvP a partir de la primera
semana de infeccion; presentando sus titulos mas elevados después de la
formacién del granuioma (tercera y cuarta semana)

e) la proteina HN puede ser considerada como e! antigeno inmunodominante de!
RvP, y por lo tanto como un potencial antigeno para la elaboracion de una

vacuna.

5. Los ensayos de susceptibilidad mostraron que:
e) el RvP utiliza como célula blanco para ia multiplicacion viral a los monocitos.
f) el RvP es capaz de reconocer un 19% de los linfocitos, lo dua junto con la

disminucion que se presenta en la infeccion experimental de los cerdos,
b 6n como dio de transporte

podria sugerir que el virus utiliza esta p

para alcanzar sus drganos bilanco.
g) la infeccién de linfoblastos in vitro induce la expresion del marcador CD8+

en céiulas CD4+CDB8-.

6l



PERSPECTIVAS.

- ldentificar los mecanismos de transporte que utiliza e! Rubulavirus Porcino para

el slo y el
- Estudiar los mecanismos involucrados en la modulacion de la respuesta inmune al
Rubulavirus Porcino.

- Estudiar los mecanismos de la expresion del CD8 en ia poblacién de linfocitos CD4, y
en la ir én del Rubulavirus

su il fi modt . ador o

Porcino.
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