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RESUMEN

La influenza es una enfermedad respiratoria de gran importancia en la salud pablica y
animal. El objetivo de este trabajo fue demostrar la presencia de la nucleoproteina (NP) de
Alfainfluenzavirus, o particulas virales en tejidos que no pertenecen al tracto respiratorio
mediante el uso de inmunohistoquimica (IHQ), microscopia electrénica de transmision
(MET) y gRT-PCR. Por IHQ con el uso de un anticuerpo monoclonal anti-nucleoproteina
isotipo 1gG2a se detectd la presencia de nucleoproteina en el ndcleo y citoplasma del
epitelio alveolar, macrofagos y células endoteliales del pulmoén. En 6rganos linfoides se
detectd en el ndcleo y citoplasma de linfocitos, macréfagos, células endoteliales y células
reticulares. En péarpado, miocardio, higado, rifion, vejiga urinaria, glandula salival,
pancreas, oviducto, testiculo y musculo esquelético la positividad a NP se detect6 en el
nacleo y citoplasma de macrofagos residentes y células endoteliales. En el estdbmago,
intestino delgado y grueso la positividad a NP se detectd en el ndcleo y citoplasma de
linfocitos y macrofagos presentes en la lamina propia y submucosa, ademas del citoplasma
de enterocitos de yeyuno y colon. Las muestras de encéfalo y médula espinal fueron
negativas. El uso de MET permitié confirmar la presencia de particulas virales cuya
morfologia era compatible con Influenzavirus en neumocitos y células endoteliales del
pulmon, macréfagos y células endoteliales del linfonodo y tonsila. En tejidos embebidos en
parafina y procesados para MET no se lograron identificar particulas virales. Debido a esto
se realiz6 gRT-PCR dirigida contra los genes NP y matriz (M) de los tejidos embebidos en
parafina, se detectaron muestras positivas y sospechosas en traquea y pulmén, 6rganos
linfoides, higado, rifidn y vejiga urinaria, estbmago e intestino, musculo cardiaco y
esquelético. Aunque no se detectdé NP o particulas virales en células residentes de los
tejidos evaluados, la inmunopositividad en el nucleo y citoplasma de linfocitos,
macrofagos, células reticulares y células endoteliales son indicativos de replicacion viral
activa.

Palabras clave: influenzavirus, inmunohistoquimica, microscopia electronica, gRT-PCR,
macrofagos y células endoteliales.



ABSTRACT

Influenza is a respiratory disease of great importance in public and animal health. The
objective of this work was to demonstrate the presence of the nucleoprotein (NP) of
Alfainfluenzavirus, or viral particles in tissues other than the respiratory through the use of
immunohistochemistry (IHQ), transmission electron microscopy (MET) and qRT-PCR.
The presence of nucleoprotein in the nucleus and cytoplasm of the alveolar epithelium,
macrophages and endothelial cells of the lung was detected by IHQ with the use of an anti-
nucleoprotein isotype IgG2a monoclonal antibody. In lymphoid organs it was detected in
the nucleus and cytoplasm of lymphocytes, macrophages, endothelial cells and reticular
cells. In the eyelid, myocardium, liver, kidney, urinary bladder, salivary gland, pancreas,
oviduct, testis and skeletal muscle, NP positivity was detected in the nucleus and cytoplasm
of resident macrophages and endothelial cells. In the stomach, small and large intestine, NP
positivity was detected in the nucleus and cytoplasm of lymphocytes and macrophages
present in the lamina propria and submucosa, in addition to the cytoplasm of jejunum and
colon enterocytes. The brain and spinal cord samples were negative. The use of MET
allowed to confirm the presence of viral particles whose morphology was compatible with
Influenzavirus in pneumocytes and endothelial cells of the lung, macrophages and
endothelial cells of the lymph node and tonsil. In tissues embedded in paraffin and
processed for MET it was not possible to identify viral particles. qRT-PCR directed against
the NP and matrix (M) genes of paraffin embedded tissues was performed, positive and
suspect samples were detected in trachea and lung, lymphoid organs, liver, kidney and
urinary bladder, stomach and intestine, cardiac and skeletal muscle. Although no NP or
viral particles were detected in resident cells of the tissues evaluated, immunopositivity in
the nucleus and cytoplasm of lymphocytes, macrophages, reticular cells and endothelial
cells are indicative of active viral replication.

Keywords: influenzavirus, immunohistochemistry, electron microscopy, gRT-PCR,
macrophages and endothelial cells.
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Capitulo 1. Introduccion, objetivos e hipotesis
1.1. Introduccion

La cria de cerdos bajo condiciones intensivas ha favorecido la transmision de
agentes patogenos llevados por via aerdgena como: Influenzavirus, Arterivirus, Circovirus
porcino tipo 2, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Haemophilus parasuis, Streptococcus suis, Pasteurella multocida, entre otros. Por
consiguiente, los trastornos respiratorios y las enfermedades sistémicas de transmision
aérea se consideran actualmente los problemas sanitarios de mayor relevancia en la
produccién porcina moderna (Stark, 2000; Brockmeier y col., 2002; Opriessnig y col.,

2011).

La influenza es una enfermedad respiratoria de gran importancia en la salud pablica
y animal. La influenza porcina fue descrita por primera vez durante la pandemia de 1918,
sin embargo el virus se aislé hasta 1931 (Shope, 1931; Schultz-Cherry y col., 2013). Los
virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, son virus envueltos y estan
compuestos por una cadena lineal de RNA en sentido negativo. De acuerdo con sus
caracteristicas genéticas y propiedades biolégicas el International Committee on Taxonomy
of Viruses (ICTV) ha clasificado a esta familia en siete géneros: Alfainfluenzavirus,
Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus, lIsavirus, Togotovirus y

Quaranjavirus (ICVT, 2018).

Los virus de influenza que afectan a los cerdos pertenecen al género
Alfainfluenzavirus y los subtipos que han logrado establecerse en poblaciones porcinas son

HIN1, HIN2 y H3N2 (Olsen y col., 2006; Janke, 2014). La infeccion con virus del subtipo
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HIN1 clasicos generalmente se limita al aparato respiratorio y se caracteriza por un
comienzo subito, tos, disnea, fiebre y postracion, seguida por una rapida recuperacion. Las
lesiones se desarrollan con rapidez en el aparato respiratorio ocasionando neumonia
broncointersticial y los esfuerzos destinados a demostrar replicacion viral fuera del aparato
respiratorio han sido infructuosos (Olsen y col., 2006; Brookes y col., 2009; Busquets y
col., 2010). Los subtipos HIN2 y H3N2 ademas de ocasionar problemas respiratorios se
han asociado con infertilidad, abortos, lechones nacidos muertos o débiles (Zhou, 2000;
Karasin, 2002; Wesley, 2004).

Existen algunos estudios en donde se ha detectado la presencia de
Alfainfluenzavirus  en  tejidos  extrapulmonares  mediante  técnicas  como
inmunohistoquimica, RT-PCR, RT-PCR anidada y RT-PCR tiempo real (De Vleeschauwer
y col., 2009; Fislova y col., 2009; Kulkarni y col., 2011; Papic y col., 2012).

La investigacion realizada en esta tesis se ha centrado en demostrar la presencia de
Alfainfluenzavirus en tejidos que no pertenecen al tracto respiratorio mediante el uso de
inmunohistoquimica y microscopia electronica de transmision.

1.2. Objetivo general

Determinar la presencia del virus de influenza en tejidos que no pertenecen al tracto
respiratorio en cerdos calostrados y no calostrados inoculados con dos cepas del virus de
influenza subtipo H1IN1 mediante el uso de inmunohistoquimica, microscopia electronica
de transmision y qRT-PCR.

1.3. Objetivos especificos
Detectar la presencia de la nucleoproteina (NP) de Alfainfluenzavirus mediante

inmunohistoquimica en tejidos que no pertenecen al tracto respiratorio en cerdos



calostrados y no calostrados inoculados con dos cepas del virus de influenza subtipo HIN1.

Identificar particulas virales cuya morfologia sea compatible con virus de influenza
mediante microscopia electrénica de transmision (MET) en tejidos que no pertenecen al
tracto respiratorio en cerdos calostrados y no calostrados inoculados con dos cepas del virus
de influenza subtipo HIN1.

Detectar la presencia de la nucleoproteina (NP) y de la proteina matriz (M) de
Alfainfluenzavirus mediante gqRT-PCR en tejidos que no pertenecen al tracto respiratorio en
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con dos cepas del virus de influenza subtipo
HIN1.

1.4. Hipotesis

Se detectara la presencia de la nucleoproteina de Alfainfluenzavirus mediante
inmunohistoquimica en tejidos que no pertenecen al tracto respiratorio en cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con 2 cepas de virus de influenza subtipo HINL1.

Se identificaran particulas virales cuya morfologia sea compatible con virus de
influenza mediante microscopia electrénica de transmision en tejidos que no pertenecen al
tracto respiratorio en cerdos calostrados y no calostrados inoculados con 2 cepas de virus de

influenza subtipo HIN1.



Capitulo I1. Revision de literatura

2.1. Caracteristicas del virus de influenza.

Los virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae la cual comprende
ocho  géneros:  Alfainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus,
Deltainfluenzavirus, Isavirus, Togotovirus y Quaranjavirus. (ICTV, 2018). La
especificidad del geénero o tipo de Influenzavirus estd determinada por la naturaleza
antigénica de la nucleoproteina (NP) y de la proteina matriz (M). Los Alfainfluenzavirus
infectan una gran variedad de especies animales. Las aves acuaticas como patos y gansos se
consideran los reservorios mas importantes del virus. En el caso de los mamiferos las
infecciones en humanos, cerdos y caballos se consideran de gran importancia. Las
infecciones en perros domésticos, gatos domésticos, tigres, leopardos, mustélidos (huroén,
gardufia), mamiferos marinos (ballena, foca), camellos, ratas almizcleras, civetas, perros
mapaches o tanukis, pika y 0sos hormigueros gigantes han sido descritos como
hospedadores accidentales. (Zell, 2013). Los Betainfluenzavirus y Gammainfluenzavirus se
encuentran tipicamente solo en humanos, mientras que los Deltainfluenzavirus se han

descrito en cerdos y bovinos (Shou y col., 2017).

Los Alfainfluenzavirus se clasifican en subtipos basados en la antigenicidad de sus
moléculas de superficie: hemaglutinina (HA) (18 subtipos, de H1 a H18) y neuraminidasa
(NA) (11 subtipos, de N1 a N11) (Maclachlan y Dubovi, 2011; Tong y col., 2012; Tong y

col., 2013).



2.2. Morfologia del virus de influenza

Los Influenzavirus son esféricos o pleomorficos, miden de 80-120 nm de diametro.
Algunas veces pueden adoptar formas filamentosas y medir hasta 400 nm. La superficie del
virion exhibe proyecciones espaciadas de manera estrecha de 10-12 nm de longitud. Estas
proyecciones con dos formas distintas son la hemaglutinina (HA) la cual es un trimero en
forma de bastdn, y la neuraminidasa (NA) que es un tetrdmero en forma de hongo. Dentro
de la envoltura viral esté incluida la nucleoproteina (NP) la cual tiene simetria helicoidal

(Cheville, 1994; Swayne y Halvorson, 2003; Olsen y col., 2006)

2.3. Estructura molecular del virus de influenza

Los virus de influenza presentan una envoltura derivada de la célula huésped. Es
precisamente esta envoltura la que alberga la hemaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA) y
a la proteina matriz 2 (M2). La HA se encuentra en una proporcion de 4-5 a 1 con respecto
a la NA. La HA esta constituida por 3 polipéptidos y cada polipéptido se procesa
proteoliticamente en dos subunidades HA1 y HA2. Por la extremidad hidr6foba (HA2) se
une a la capa lipidica de la envoltura y por su extremidad hidréfila (HA1) se fija a los
receptores mucoproteinicos de los glébulos rojos y de las células del epitelio respiratorio.
Las HA son responsables de la hemaglutinacion y de la fijacién del virus a las células,
primer paso para su penetracion y replicacion. La neuraminidasa (NA) esta compuesta por
una cabeza y un filamento, la cabeza estd constituida por la asociacion de cuatro
glicopéptidos, que presentan actividad enzimatica, pues al actuar sobre el acido sialico (N-

acetilneuraminico), principal componente de los receptores celulares, los destruye



produciendo un fendmeno de elusion o separacion del virus de los glébulos rojos y células
infectadas. La proteina matriz 2 (M2) es un tetramero en el que los mondmeros estan
unidos por puentes disulfuro, estos monomeros forman un canal ionico el cual es activado a
pH &cido y es fuertemente selectivo para protones. Por debajo de la envoltura viral esta la
principal proteina estructural, la proteina matriz 1 (M1) que rodea a las moléculas de RNA
con relacién a la nucleoproteina (NP) y tres proteinas grandes denominadas polimerasa
basica 1 (PB1), polimerasa basica 2 (PB2) y polimerasa acida (PA) que tienen como
principal funcién la replicacion y transcripcion de RNA. El genoma de los virus de
influenza es segmentado, en el caso de los Alfainfluenzavirus y Betainfluenzavirus esta
compuesto por 8 segmentos de RNA y en el caso de los Gammainfluenzavirus y
Deltainfluenzavirus por 7 segmentos de RNA. Estos segmentos estan compuestos por RNA
lineal, de una sola cadena de sentido negativo. En el caso de los Alfainfluenzavirus los 8
segmentos de RNA de algunas cepas pueden codificar hasta 19 proteinas debido a la
presencia de varios marcos abiertos de lectura y a mRNAs que sufren splicing alternativo

(Cuadro 1).



Cuadro 1. Funcion y peso molecular de cada uno de los segmentos de los
Alfainfluenzavirus.

Segmento Tamano Polipéptido Funcién
(nucleotidos)

1 2341 PB2 Polimerasa subunidad, reconocimiento de la cap

en mRNA, iniciacion de la transcripcion.
PB2-S1  Inhibe la via de sefializacion de interferon
dependiente de RIG-I.

2 2341 PB1 Polimerasa subunidad, enlongacion de RNA,
actividad de endonucleasa.

PB1-F2  Actividad proapoptotica.

PB1-N40 Interactla con proteinas virales y de las células
del hospedador durante el ciclo de replicacién
viral, su sobreexpresion esta relacionada con
mayor produccion de VRNA.

3 2233 PA Polimerasa subunidad, actividad de proteasa.

PA-X Participa en la replicacion viral e inhibe la
respuesta antiviral del hospedador.

PA-N155  Promotor de la replicacion viral.

PA-N182  Promotor de la replicacion viral.

4 1778 HA Glicoproteina de superficie, principal antigeno
en la respuesta inmune, union al receptor celular
y proteina de fusion.

5 1565 NP Forma parte del complejo polimerasa, transporta
el RNA viral del nucleo al citoplasma.

6 1413 NA Glicoproteina de superficie, actividad de
sialidasa, liberacion del virus.

7 1027 M1 Proteina matriz, interaccion con VRNP,
regulacion de la exportacion nuclear del RNA.

M2 Proteina integral de la membrana, canal iénico.
M42 Funcionalmente similar a M2.

8 890 NS1 Proteina no estructural, tiene efecto
inmunomodulador inhibiendo la produccién de
interferon tipo 1 (interferon a y ) en las células
infectadas, regula la expresion génica del
hospedero.

NS2 o NEP Proteina no estructural, exportacion nuclear del
RNA.
NS3 Mejora la replicacion viral. Adaptacion a un
nuevo hospedador.
NEGS Presente en influenzavirus humanos. Funcion

desconocida.

(Heinen P, 2003; Swayne and Halvorson, 2003; Bouvier MN, 2008; Talledo M y Zumaeta K, 2009; Clifford y col., 2009; Selman y col.,
2012; Wise y col., 2012; Hayashi y col., 2015; Yamayoshi y col., 2016; Wang y col., 2018; Wang y col., 2019)



2.4. Ciclo de replicacion del virus de influenza

2.4.1. Adsorcion y entrada

El virus llega a la mucosa del aparato respiratorio superior, en donde vence la
accion defensiva del aparato mucociliar, una vez que logra llegar a la superficie de la célula
epitelial, las hemaglutininas se unen a los sialiloligosacaridos presentes en la membrana,
que en el caso del cerdo estan constituidos por acido sidlico N acetil neuraminico unido a
galactosa mediante un enlace o 2,6 en el epitelio traqueal y bronquial y por acido sidlico N
acetil neuraminico unido a galactosa mediante un enlace o 2,3 en la lamina propia del tracto

respiratorio (Flores y col., 2007; Nelli y col., 2010; Matrosovich y col., 2013) (Figura 1).

Figura 1. Reconocimiento del virus de influenza de los sialiloligosacaridos presentes en la
membrana citoplamatica de las células del aparato respiratorio. (Flores y col., 2007)

La HA es procesada proteoliticamente en HA1l y HA2 mediante la accion de
proteasas como la tripsina y el virus puede entrar a la célula mediante endocitosis mediada

por clatrina (Figura 2), endocitosis independiente de clatrina, endocitosis independiente de



caveolina o macropinocitosis. Dentro del endosoma, la proteina M1 facilita la entrada de
iones hidrégeno, lo que provoca una disminucion del pH y favorece un cambio
conformacional en la HA que induce la fusion de la envoltura viral con la membrana
endocitica, este descenso de pH también activa el flujo de protones desde el endosoma al
interior de la particula viral, a través de los canales i6nicos formados por la proteina M2. Su
activacion disminuye el pH en el interior de la particula viral provocando la
desestabilizacion de las interacciones entre los segmentos de RNA vy la proteina M1 que los
recubre liberandolos de esta manera en el citoplasma, para ser transportados al nucleo a
través de los poros nucleares (Bouvier y Palese, 2008; Samji, 2009; Manjarrez y col., 2010;

Resa-Infante y col., 2010; Salazar et al., 2010; Pleschka, 2013; Dou y col., 2018).

2.4.2. Transcripcién y replicacion

Para iniciar la transcripcion el virus de influenza requiere la participacion de una
RNA polimerasa Il celular para la generacion de RNAs mensajeros (MRNAS) con cap y un
sitio de metilacion. La PB2 reconoce y se une al cap metilado del extremo 5’ del mRNA
celular y lo corta a 10-15 nucle6tidos de la cap, estos fragmentos son utilizados por la PB1
que cataliza la adicion de nucledtidos durante la elongacién del mRNA correspondiente a
cada segmento del genoma viral. Durante este proceso se obtienen 2 tipos de RNA en
sentido positivo: los mRNAs que dan origen a las proteinas virales y RNAS
complementarios (CRNA) son utilizados para elaborar mas copias de RNA viral (vVRNA) en
sentido negativo. Como se ha mencionado, cada segmento codifica para diferentes
proteinas, dependiendo de la cepa de Alfainfluenzavirus (ver Tabla 1). Es importante

sefialar que durante la fase temprana de la infeccién el genoma viral se transcribe y replica
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en una tasa muy elevada, mientras que en la fase tardia la transcripcion disminuye y la
replicacion de los VRNA continua, el mecanismo de regulacion de este proceso no se
conoce con gran detalle, sin embargo en estudios in vitro se ha observado que la NP que no
estd asociada a los complejos ribonucleoproteina, al igual que la proteina M1 pueden tener
un papel regulador al acumularse en grandes cantidades inhibiendo el proceso de
transcripcion (Bouvier y Palese, 2008; Samji, 2009; Manjarrez y col., 2010; Resa-Infante y

col., 2010; Salazar et al., 2010; Pleschka, 2013; Dou y col., 2018).

2.4.3. Ensamblaje y liberacion

La HA y NA son glucosiladas en el reticulo endoplasmico rugoso, modificadas en el
aparato de Golgi y transportadas junto con la M2 mediante vesiculas hacia la porcién apical
de las células donde son embebidas en la membrana celular. Un requerimiento importante
para la HA es su corte mediante proteasas de la célula huésped a HA1 y HA2, que
permanecen unidas por puentes disulfuro; se requiere de dicho procesamiento para la
produccién de virus infeccioso. Asimismo, se requiere el empaquetamiento de los 8
diferentes segmentos de RNA viral, este proceso se realiza de manera selectiva lo que
garantiza que todos los segmentos seran incorporados en la mayoria de las particulas
virales. La proteina M1 juega un papel importante al interactuar con las proteinas HA, NA
y M2 presentes en la membrana celular, iniciando el proceso de curvatura de la membrana
celular, ademas sobre esta proteina se incorporan los segmentos de RNA viral. Después de
la produccién y ensamble de las proteinas virales y el RNA, las particulas virales
constituidas salen de la célula por gemacion a partir de la superficie apical de la célula,

guedando envueltas por una bicapa lipidica procedente de la célula infectada. En esta etapa
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la neuraminidasa viral contribuye a la salida de los viriones de la célula infectada al evitar
su agregacion y formacion de grandes grumos de particulas debido a la afinidad que tiene la
HA por el acido sialico presente en la membrana (Bouvier y Palese, 2008; Samji, 2009;

Manjarrez y col., 2010; Resa-Infante y col., 2010; Salazar et al., 2010).

Figura 2. Diagrama del ciclo de replicacion del virus de influenza. Después del ingreso del
virus por endocitosis mediada por receptor, los segmentos de RNA son liberados en el
citoplasma y transportados al nucleo a traves de los poros nucleares, donde la replicacion y
transcripcion se lleva a cabo. Los mRNAs son transportados al citoplasma para llevar a
cabo la traduccion de las proteinas tempranas necesarias para la replicacion y transcripcién
las cuales son transportadas de regreso al ndcleo. En el reticulo endoplasmico rugoso la HA
y NA son glucosiladas y modificadas en el aparato de Golgi. En la fase tardia de la
infeccion las proteinas M1 y NS2 (NEP) facilitan la exportacion de los nuevos segmentos
de RNA viral del nacleo a la membrana celular donde se lleva a cabo el ensemblado de las
particulas virales (Neumann et al., 2009).
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En el proceso de replicacion viral algunas células mueren por efecto del virus o de
la respuesta inmune celular; otras permiten varios ciclos replicativos, ya que durante la

infeccion con algunas cepas de Influenzavirus la muerte celular puede ser por apoptosis y se



12

ha observado que en esas condiciones se puede mejorar la replicacion y diseminacion viral
ya que este tipo de muerte celular limita la respuesta inmune proinflamatoria. (Atkin-Smith

y col., 2018)

2.5. Influenza porcina

La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda causada por un
Alfainfluenzavirus, comienza de manera subita y los animales afectados presentan tos,
disnea, fiebre, postracion y abortos en hembras gestantes (Zhou, 2000; Karasin, 2002;
Wesley, 2004). El virus se disemina por via aérea a través de aerosoles generados por tos o
estornudos y por contacto directo. La via de entrada es a través del tracto respiratorio y el
periodo de incubacion es de 24 a 72 horas. El virus comienza a excretarse 24 horas después
de la infeccion y su excrecién puede durar de 7-10 dias. Las lesiones se desarrollan con
rapidez en el aparato respiratorio ocasionando una neumonia broncointersticial, los 16bulos
afectados son rojos y firmes al tacto, las areas de lesion se encuentran claramente
demarcadas por tejido pulmonar normal y su distribucién es craneoventral. Los I6bulos
adyacentes ocasionalmente estan enfisematosos y pueden exhibir edema interlobular. En la
luz de los bronquios puede observarse exudado seromucoso e hiperemia. Los linfonodos
mediastinicos y bronquiales pueden observarse aumentados de tamafio y edematosos. La
mucosa traqueal se observa algunas veces hiperémica y edematosa. El curso, naturaleza y
magnitud de la enfermedad varian con la cepa del virus, la edad, estado inmune del cerdo y
la interaccion con otros agentes del complejo respiratorio porcino. (Olsen y col., 2006;

Caswell y Williams, 2007; Schultz-Cherry y col, 2013).
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La infeccion por el virus de influenza porcina generalmente se limita al aparato
respiratorio, etapas de viremia han sido detectadas s6lo en raras ocasiones. Se ha
demostrado replicacion del virus en la mucosa nasal, amigdalas, traquea, linfonodos
traqueobronquiales y pulmon, siendo este Gltimo el principal 6rgano blanco (Olsen et al.,

2006).

2.5. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica que permite detectar in situ diferentes tipos
de antigenos con el uso de anticuerpos especificos y sistemas de deteccién enzimaticos. En
la deteccidn de influenza porcina se han utilizado anticuerpos dirigidos contra las proteinas
NP y HA. La NP, es una proteina altamente conservada en los Alfainfluenzavirus, lo que
permite identificar cualquier subtipo, sin importar la especie, la imnunopositividad se
observa en el nucleo y citoplasma de las células infectadas. La HA es una proteina
especifica de subtipo, lo que puede limitar su utilidad diagnostica, la inmunopositividad se
observa en el citoplasma y membrana celular de las células infectadas. Actualmente existen
diferentes métodos de deteccion entre estos se encuentran los métodos de polimeros en
donde el anticuerpo secundario estd unido a un complejo de polimero de dextrano y
moléculas de peroxidasa lo que incrementa su sensibilidad. En infecciones naturales y
experimentales la inmunopositividad a la proteinas NP y HA de Alfainfluenzavirus se ha
detectado en traquea, pulmoén, tonsila y linfonodo, en células epiteliales ciliadas,
neumocitos y macrofagos (Vincent y col, 1997; Richt y col, 2006; Guarner y col, 2007;

Buchwalow y col, 2010, Janke, 2013).
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2.6. Ultraestructura

Los cambios ultraestructurales en células epiteliales alveolares infectadas con virus de
influenza durante la fase de sintesis proteinica consisten en incremento de la densidad del
nucléolo, seguido de dispersion del mismo y desarrollo de discretos agregados granulares a
lo largo del ndcleo. En el citoplasma pueden observarse agregados fibrilares o bien densos
entramados proteinicos que estan rodeados por ribosomas, las mitocondrias, el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi pueden estar dilatados. EI ensamblado de las particulas
virales se lleva a cabo en la membrana celular y la liberacion de estas es por gemacion,
debido a esto la membrana puede exhibir diferentes grados de alteracion. El espacio
intersticial puede estar distendido debido a la presencia de edema y fibrina, las células
intersticiales y fibroblastos pueden exhibir una mayor cantidad de reticulo endoplasmico.
En el septo y espacio alveolar pueden observarse células polimorfonucleares, macrofagos,
restos celulares y agregados de plaquetas asociadas a sitios de degeneracion vy

desprendimiento endotelial (Winkler and Cheville, 1986; Cheville, 1994).
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Capitulo I11. Material y métodos
3.1. Estandarizacion de la técnica de inmunocitoquimica y validacion del anticuerpo

anti-nucleoproteina de Alfainfluenzavirus (AA5H)

Con el objetivo de estandarizar la técnica y validar la especificidad del anticuerpo
anti-nucleoproteina de Abcam (AA5H, ab20343, isotipo 1gG2a), se cultivaron dos cajas de
células epiteliales de rifion canino Madin-Darby (MDCK) hasta obtener una confluencia del
80%, una de ellas se infect6 con virus de influenza humana A/México/La Gloria-
3/2009/H1IN1 (GenBank: CY077595), 24 horas postinfeccion ambas cajas fueron tratadas
con tripsina al 0.25% para separar las células de la placa, se realizaron 3 lavados con PBS,
las células se fijaron en una mezcla de acetona(l):metanol(1) y se elaboraron botones
celulares en laminillas eletrocargadas, los cuales se fijaron y permeabilizaron en un mezcla
de alcohol metilico y acetona (1:1) por 10 minutos y fueron conservados en congelacion

hasta que fueron utilizados.

Para la inmunocitoquimica se inactivo la peroxidasa enddgena mediante la
inmersion de las laminillas en una solucién alcohol:per6xido a una proporcién 1:8 durante
30 minutos a temperatura ambiente. Con el objetivo de disminuir la tincion de fondo debida
a la presencia de interacciones hidrofobicas entre macromoléculas, las laminillas fueron
incubadas durante 30 min a 37°C con una solucion de leche desengrasada (Svelty) al 0.5%.
El anticuerpo primario se prepardé a una dilucion 1:800 (Anticuerpo monoclonal anti-
nucleoproteina de Abcam (AA5H) ab20343) y se dejo incubar durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente se realiz6 la incubacién con el anticuerpo secundario (Anticuerpo anti-1gG

de raton conjugado con un polimero marcado con peroxidasa de rabano (Sistema Envision
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FLEX-HRP) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Para el revelado se utilizé
diaminobencidina (DAB) y la contratincion se realizé con hematoxilina. La solucion de
lavado que se utilizdé durante toda la prueba fue una solucién amortiguada de fosfatos

(PBS).

3.1.1. Controles para inmunocitoquimica

Control positivo: cultivo de células MDCK infectado con virus de influenza e

incubadas con el anticuerpo primario.

Control negativo: cultivo de células MDCK no infectadas e incubadas con PBS.

Adicionalmente se prepararon botones celulares de células MDCK infectadas con
virus de influenza las cuales se incubaron con PBS y células no infectadas incubadas con el

anticuerpo primario.

3.2. Estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica y validacion del anticuerpo

anti-nucleoproteina de Alfainfluenzavirus (AA5H)

Se realizaron cortes de 3 micrometros de grosor de pulmones de cerdo infectados
con virus de influenza humana A/México/La Gloria-3/2009/HIN1 (GenBank: CY(077595),
pulmones de cerdo infectados con virus del Sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRS) y pulmones de cerdos sanos, los cuales fueron montados en laminillas
electrocargadas. Posteriormente fueron desparafinados a 60°C durante una hora, colocados
en Xilol por 5 minutos e hidratados con concentraciones decrecientes de alcohol del 100%
hasta el 50%. Se realizd recuperacion antigénica con calor y TRIS/EDTA a pH de 9 durante

3 minutos en horno de microondas a potencia 5, dentro de una olla de presién. Se inactivo



17

la peroxidasa enddgena mediante la inmersion de las laminillas en una solucion
alcohol:peroxido a una proporcién 1:8 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Con el
objetivo de disminuir la tincion de fondo debida a la presencia de interacciones
hidrofébicas entre macromoléculas, las laminillas fueron incubadas durante 30 min a 37°C
con una solucion de leche Svelty al 0.5%. El anticuerpo primario se prepar6 a una dilucién
1:800 (Anticuerpo monoclonal anti-nucleoproteina de Abcam ((AA5H) ab20343) y se dejé
incubar durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizé la incubacion con el
anticuerpo secundario (Anticuerpo anti-lIgG de ratén conjugado con un polimero marcado
con peroxidasa de rabano, Sistema Envision FLEX-HRP) durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Para el revelado se utilizé diaminobencidina (DAB) vy la contratincion se realizo
con hematoxilina. La solucion de lavado que se utilizd durante toda la prueba fue una

solucion amortiguada de fosfatos (PBS).

3.2.1. Controles para inmunohistoquimica

Control positivo: pulmén de cerdo infectado con virus de influenza e incubado con

el anticuerpo primario.

Control negativo: pulmon de cerdo sano incubado con PBS.

Adicionalmente se realizaron cortes histologicos de pulmon de cerdo infectado con
el virus del Sindrome reproductivo y respiratorio del cerdo (PRRS) y se incubaron con el

anticuerpo anti-nucleoproteina del virus de influenza y con PBS.
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3.3. Inmunohistoquimica en tejidos de cerdos infectados con dos cepas de

Alfainfluenzavirus

Se evaluaron tejidos porcinos embebidos en parafina obtenidos de una prueba previa en la
que se inocularon intranasalmente 18 cerdos con una cepa de virus de influenza humana
A/México/La Gloria-3/2009/HIN1 (GenBank: CY077595) y otros 18 con virus de
influenza porcina A/swine/New Jersey/11/1976/HIN1 (GenBank:K00992), las dos cepas
con un titulo viral de 1:64 UHA (unidades hemoaglutinantes) obtenido por
hemaglutinacion; 10°° copias de RNA/pI por gRT-PCR y con 1x10° DICCs, para el virus
pHIN1 y 1x10" DICCsy para el virus swH1N1. Los tratamientos se describen en el cuadro

2:

Cuadro 2. Disefio experimental

Tratamiento No. de animales
No calostrado/pH1IN1* 9
Calostrado/pHIN1 9
Calostrado/swH1N1** 9
No calostrado/swH1N1 9

*Virus de influenza pandémico HIN1
** Virus de influenza porcino HIN1

Se realizaron cortes de 3 micrometros de traquea, pulmon, corazon, linfonodo, timo,
tonsila, bazo, parpado, glandula salival, estobmago, intestino delgado, intestino grueso,
pancreas, higado, rifion, vejiga urinaria, oviducto, testiculo, encéfalo, médula espinal y
musculo esquelético, los cuales fueron montados en laminillas electrocargadas. Los tejidos

fueron procesados con la técnica previamente descrita en el apartado 3.2.
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3.4. Microscopia electrénica de transmision

3.4.1. Procesamiento de tejidos porcinos fijados en una mezcla de glutaraldehido 2.5%

y paraformaldehido 4% para microscopia electrénica de transmision

Para la evaluacion ultraestructural se utilizaron fragmentos de pulmon, tonsila y linfonodos
(submandibular, traqueobronquial, mesentérico e inguinal) los cuales fueron fijados en una
mezcla de glutaraldehido 2.5% - paraformaldehido 4% durante 24 horas, después los tejidos
fueron lavados con una solucion de cacodilatos amortiguada a pH de 7.2, postfijados con
tetradxido de osmio al 1% y lavados con la solucion amortiguada de cacodilatos.
Posteriormente, fueron deshidratados con concentraciones ascendentes de acetona e
incluidos en resinas epoxicas. Después, se realizaron cortes semifinos (200nm) los cuales
se montaron en portaobjetos y contrastaron con azul de toluidina. Finalmente, se realizaron
cortes finos de 60nm los cuales fueron montados en rejillas de cobre, contrastados con
acetato de uranilo y citrato de plomo para su observacién y evaluacion en un microscopio
electrénico JEOL JEM-1200 EX Il. Se realiz6 la descripcion de los cambios extra e
intracelulares, se determind la presencia o ausencia de particulas virales; asi como, la

morfologia y tamafio de las mismas.

3.4.2. Procesamiento de tejidos porcinos embebidos en parafina para microscopia

electronica de transmision

Se procesaron fragmentos de trdquea, corazén, timo, bazo, parpado, glandula salival,
estomago, intestino delgado, intestino grueso, pancreas, higado, rifién, vejiga urinaria,

oviducto, testiculo y musculo esquelético de tejidos que fueron positivos por
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inmunohistoquimica a la nucleoproteina del virus de influenza y que estaban embebidos en
parafina, para esto se obtuvieron fragmentos de 2-3 mm de tejido a partir de los blogques
mediante al uso de una navaja, estos fragmentos fueron desparafinados con xilol absoluto e
hidratados con concentraciones descendentes de acetona del 100% hasta el 50%, para ser
fijados en una mezcla de glutaraldehido 2.5% - paraformaldehido 4%, después los tejidos
fueron lavados con una solucién de cacodilatos amortiguada a pH de 7.2, postfijados con
tetradxido de osmio al 1% vy lavados con la solucién amortiguada de cacodilatos.
Posteriormente, fueron deshidratados con concentraciones ascendentes de acetona del 50%
al 100% e incluidos en resinas epoxicas. Después, se realizaron cortes semifinos (200nm)
los cuales se montaron en portaobjetos y contrastaron con azul de toluidina. Finalmente, se
realizaron cortes finos de 60nm los cuales fueron montados en rejillas de cobre,
contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo para su observacion y evaluacion en

un microscopio electronico JEOL JEM-1200 EX 1.

3.4.3. Procesamiento de células MDCK infectadas con Alfainfluenzavirus para

microscopia electrdonica de transmision

Las células fueron fijadas en una mezcla de glutaraldehido 2.5% - paraformaldehido 4%
durante 24 horas, después fueron lavadas con una solucion de cacodilatos amortiguada a pH
de 7.2, postfijadas con tetradxido de osmio al 1% y lavadas con la solucién amortiguada de
cacodilatos. Posteriormente, fueron deshidratadas con concentraciones ascendentes de
acetona. Entre cada lavado y hasta llegar a la acetona absoluta las células fueron
centrifugadas durante 10 minutos a 1500 rpm. Se realiz6 la inclusion en resinas epoxicas.

Después, se realizaron cortes semifinos (200nm) los cuales se montaron en portaobjetos y
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contrastaron con azul de toluidina. Finalmente, se realizaron cortes finos de 60nm los
cuales fueron montados en rejillas de cobre, contrastados con acetato de uranilo y citrato de
plomo para su observacion y evaluacidén en un microscopio electronico JEOL JEM-1200

EXII.

3.5. qRT-PCR

A partir de tejidos embebidos en parafina se realizaron cortes de 3um, con el
objetivo de obtener 9 cortes, los cuales se colocaron en microtubos para ser desparafinados
y realizar la purificacion del RNA total presente en los tejidos, para esto se utilizé la
solucion de desparafinacion de Qiagen (No. Cat. 19093) y el Kit de purificacion de RNA
total para tejidos en parafina de la misma marca (No. Cat. 73504), el procedimiento se
realizd siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez extraido el RNA se realiz6 la
cuantificacion mediante espectofotometria en un Nanodrop ND-1000. EI RNA viral se
amplifico con el kit de deteccion VetMax™ Gold SIV (No. Cat. 4415200), con un volumen
de master mix de 17ul y 8 pl de RNA, las pruebas se realizaron en un termociclador Rotor
Gene 6000 (Corbette Research, Australia) con las condiciones de transcripcion reversa a
48°C durante 10 minutos, seguida de una inactivacion de transcriptasa reversa y
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 minutos y finalmente la amplificacion 40 ciclos
95°C durante 15 segundos y a 55°C durante 45 segundos. La adquisicion y analisis de los
datos se realiz6 utilizando el software del equipo Rotor Gene Q series 2.1.0. En cada
corrida se utilizaron controles positivos y negativos para Influenza A, asi como el control

de extraccion. Las muestras con un valor de Ct <38 fueron consideradas como positivas.
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3.6. Analisis de resultados

Los datos obtenidos por inmunohistoquimica, microscopia electrénica de transmision y
gRT-PCR son de naturaleza binomial y medidos en una escala nominal cualitativa con dos

categorias mutuamente excluyentes: positivo y negativo.
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Capitulo 1V. Resultados

4.1. Estandarizacion de la técnica de inmunocitoquimica y validacion del anticuerpo

anti-nucleoproteina de Alfainfluenzavirus (AA5H)

En las células MDCK infectadas con virus de influenza humana A/México/La Gloria-
3/2009/H1IN1 se observd que con el uso del anticuerpo monoclonal anti-NP AA5H isotipo
1gG2a, la inmunopositividad se encontré en el nucleo y citoplasma, mientras que las células

no infectadas fueron inmunonegativas (Figura 3).

Figura 3. A y B. Células MDCK infectadas con virus pHIN1. La inmunopositividad se
aprecia en el ndcleo y citoplasma 40x y 400x. C y D. Células MDCK no infectadas. El
nucleo y citoplasma son negativos. 40x y 400x. Inmunohistoquimica indirecta con sistema
de amplificacion Envision FLEX-HRP, contraste con hematoxilina de Harris.
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4.2. Estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica y validacion del anticuerpo

anti-nucleoproteina de Alfainfluenzavirus (AA5H)

En las secciones de pulmdn de cerdos infectados con virus de influenza humana
A/México/La Gloria-3/2009/HIN1 se observd que con el uso del anticuerpo monoclonal
anti-NP AA5H isotipo 1gG2a, la inmunopositividad se encontrd en el nucleo y citoplasma
de neumocitos, macrdfagos y células endoteliales, mientras que los pulmones de los cerdos
no infectados con virus de influenza, infectados con PRRS y a los que se les retird el
anticuerpo primario y fueron incubados con PBS fueron negativos. Estos resultados validan
que el anticuerpo monoclonal anti-NP AA5H reconoce especificamente a la nucleoproteina

de Alfainfluenzavirus y que el sistema de deteccion utilizado no se une de manera

inespecifica (Figura 4).
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Figura 4. A. Pulmén de cerdo no calostrado infectado con virus pHIN1. La
inmunopositividad se aprecia en el nicleo y citoplasma de los neumocitos. B. Pulmén de
cerdo infectado con virus pH1N1. Se retird el anticuerpo primario. EIl nucleo y citoplasma
de neumocitos en el mismo campo son negativos. Inmunohistoquimica indirecta con
sistema de amplificacion Envision FLEX-HRP. Contraste con hematoxilina de Harris.
400x.
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4.3. Inmunohistoquimica en tejidos de cerdos no calostrados y calostrados infectados

con dos cepas de Alfainfluenzavirus

Los resultados de la deteccion de nucleoproteina de Alfainfluenzavirus en secciones
histoldgicas de traquea, pulmén, corazén, linfonodo, timo, tonsila, bazo, parpado, glandula
salival, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso, péancreas, higado, rifion, vejiga
urinaria, oviducto, testiculo, encéfalo, médula espinal y muasculo esquelético, provenientes
de cerdos no calostrados y calostrados infectados con dos cepas de virus de influenza se

resumen en los cuadros 3 y 4.

Cuadro 3. Deteccion de nucleoproteina de Alfainfluenzavirus por inmunohistoquimica
en tejidos de cerdos no calostrados y calostrados infectados con dos cepas de virus de
influenza (pHIN1y swH1N1)

Tejido Tratamiento
No Cal/pH1IN1 Cal/swH1N1 No cal/swH1N1 Total
cal/pH1N1
Traquea 0/9 1/9 0/9 0/9 1/36 (2.7%)
Pulmon 9/9 9/9 9/9 9/9 36/36 (100%)
Corazon 4/9 9/9 2/9 6/9 21/36 (58.3%)
Linfonodo 9/9 9/9 8/9 9/9 35/36 (97.2%)
Timo 719 7/9 9/9 9/9 32/36 (88.8%)
Tonsila 7/9 9/9 6/9 9/9 31/36 (86.1%)
Bazo 9/9 7/9 6/9 7/9 29/36 (80.5%)
Parpado 9/9 9/9 9/9 9/9 36/36 (100%)
Glandula 7/9 8/9 8/9 7/9 30/36 (83.3%)
salival
Estémago 9/9 8/9 8/9 9/9 34/36 (94.4%)
Intestino 9/9 9/9 9/9 9/9 36/36 (100%)
delgado
Intestino 8/9 9/9 6/9 8/9 31/36 (86.1%)
grueso
Pancreas 4/9 3/9 0/9 2/9 9/36 (25%)
Higado 7/9 9/9 9/9 9/9 34/36 (94.4%)
Rifién 5/9 8/9 4/9 8/9 25/36 (69.4%)
Vejiga 5/9 8/9 7/9 9/9 29/36 (80.5%)
urinaria
Oviducto 1/9 5/9 3/9 4/9 13/36 (36.1%)
Testiculo 3/9 0/9 1/9 2/9 5/36 (13.8%)
Encéfalo 0/9 0/9 0/9 0/9 0/36 (0%)
Médula 0/9 0/9 0/9 0/9 0/36 (0%)
espinal
Mdsculo 4/9 7/9 2/9 7/9 20/36 (55.5%)

esquelético
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Cuadro 4. Deteccién de nucleoproteina de Alfainfluenzavirus por inmunohistoquimica
en cerdos no calostrados y calostrados infectados con dos cepas de virus de influenza
(PH1N1y swH1N1) en diferentes tejidos a los 2, 6 y 14 dias postinoculacion (DPI)

Tejido Tratamiento
No cal/pHIN1 Cal/pH1IN1 Cal/swHIN1  No cal/swH1IN1
DPI DPI DPI DPI

2 6 14 2 6 14 2 6 14 2 6 14
Traquea 03 0/3 0/3 0/3 13 0/3 03 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Pulmoén 3/3° 3/3 3/3 3/3 33 33 33 3/3 3/3 33 33 33
Corazén /3¢ 1/3 2/3 33 3/3 33 1/3 13 03 2/3 1/3 3/3
Linfonodo 3/3° 3/3 3/3 3/3 33 33 33 3/3 2/3 33 33 33
Timo 2/3° 2/3 3/3 2/3 2/3 3/3 3/3 3/3 33 33 3/3 3/3
Tonsila 2/3° 3/3 2/3 33 33 33 33 2/3 1/3 33 3/3 33
Bazo 3/3° 3/3 3/3 2/3 2/3 33 33 2/3 13 2/3 2/3 33
Parpado 3/3° 3/3 3/3 33 33 33 33 33 33 33 33 33
Glandula 2/3° 3/3 2/3 3/3 3/3 2/3 2/3 33 33 2/3 23 3/3
salival
Estomago 3/3° 3/3 3/3 3/3 33 2/3 33 33 2/3 33 3/3 3/3
Intestino 3/3° 3/3 3/3 3/3 33 33 33 3/3 3/3 33 33 33
delgado
Intestino 3/32 2/3 3/3 3/3 33" 33 2/3 3/3 1/3 33 2/3 33
grueso
Pancreas /3¢ 13 2/3 2/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 2/3 0/3
Higado 1/3° 3/3 3/3 33 3/3 33 33 3/3 33 33 3/3 33
Rifion 0/3 2/3* 3/3 33 2/3 33 2/3 13 13 3/3 33 23
Vejiga 03 3/3* 2/3 2/3 33 33 33 13 33 3/3 33 33
urinaria
Oviducto 03 0/3° 13 13 2/3 2/3 13 U3 13 1/3 1U3 23
Testiculo 0/3 2/3* 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 03 13 0/3 2/3 0/3
Encéfalo 03 03 03 0/3 03 03 03 03 03 03 0/3 0/3
Médula 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 0/3
espinal
Musculo 0/3 2/3° 2/3 33 2/3 213 1/3 03 13 2/3 2/3 3/3
esquelético

AInmunopositividad en cilios del epitelio traqueal

PInmunopositividad en el epitelio alveolar, macréfagos y células endoteliales
CInmunopositividad en macréfagos y células endoteliales

YInmunopositividad en linfocitos, macréfagos, células reticulares y células endoteliales
“Inmunopositividad en linfocitos y macréfagos presentes en la lamina propia y submucosa
fInmunopositividad en enterocitos
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4.4, Distribucién de la nucleoproteina de Alfainfluenzavirus en tejidos de cerdos no
calostrados y calostrados infectados con dos cepas de Alfainfluenzavirus

Tragquea y pulmon: en el epitelio traqueal solo 1 de 36 muestras evaluadas fue positiva a
nucleoproteina de Alfainfluenzavirus en el borde apical de células ciliadas. La muestra
positiva se detect6 a los 6 DPI en el grupo de cerdos calostrados e infectados con el virus
pHIN1 (Cuadro 3 y 4). En el pulm6n la inmunopositividad a nucleoproteina de
Alfainfluenzavirus se detectd en el nucleo y citoplasma de células epiteliales alveolares
(neumocitos tipo 1 'y 1), macréfagos alveolares y células endoteliales en el 100% (36/36) de

las muestras evaluadas. (Cuadro 3 y 4) (Figura 5).

»
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Figura 5. Pulmdn de cerdo no calostrado infectado con virus pH1N1, 2 dias postinoculacion
(DPI). La inmunopositividad se aprecia en el nucleo y citoplasma de neumocitos,
macrofagos alveolares y células endoteliales de vasos linfaticos de septos interlobulillares.
Inmunohistoquimica indirecta con sistema de amplificacion Envision FLEX-HRP.,
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Organos linfoides: en tonsila, timo, linfonodos y bazo la nucleoproteina de
Alfainfluenzavirus se detect6 en el nucleo y citoplasma de linfocitos, macréfagos, células

reticulares y células endoteliales (Cuadro 3 y 4) (Figuras 6-9).

Figura 6. Tonsila de cerdo calostrado infectado con virus pHIN1, 2 DPI. La
inmunopositividad se aprecia en el nucleo y citoplasma de linfocitos, macrofagos, células
reticulares y células endoteliales. Inmunohistoquimica indirecta con sistema de
amplificacion Envision FLEX-HRP. Contraste con hematoxilina de Harris.
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Figura 7. Timo de cerdo calostrado infectado con virus pHIN1, 2 DPI. La
inmunopositividad se aprecia en el nicleo y citoplasma de linfocitos, células epiteliales
reticulares y macréfagos. Inmunohistoquimica indirecta con sistema de amplificacion
Envision FLEX-HRP. Contraste con hematoxilina de Harris.
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Figura 8. Linfonodo de cerdo calostrado infectado con virus pHIN1, 2 DPI. La

inmunopositividad se aprecia en el nucleo y citoplasma de linfocitos, macréfagos y células
reticulares. Inmunohistoquimica indirecta con sistema de amplificacién Envision FLEX-
HRP. Contraste con hematoxilina de Harris.
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Figura 9. Bazo de cerdo calostrado infectado con virus pHIN1, 2 DPI. La
inmunopositividad se aprecia en el nicleo y citoplasma de linfocitos, macréfagos y células
reticulares. Inmunohistoquimica indirecta con sistema de amplificacion Envision FLEX-
HRP. Contraste con hematoxilina de Harris.

En tejidos como el parpado (Figural0O), miocardio, higado (Figura 11), rifion (Figura 12),
vejiga urinaria (Figura 13), glandula salival, pancreas, oviducto, testiculo y musculo

esquelético la inmunopositividad a la nucleoproteina de Alfainfluenzavirus se detectd en

nucleo y citoplasma de macréfagos residentes y células endoteliales (Cuadro 3y 4).
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Figura 10. Parpado de cerdo calostrado infectado con virus swH1N1, 2 DPI. La
inmunopositividad se aprecia en el ndcleo y citoplasma de macréfagos.
Inmunohistoquimica indirecta con sistema de amplificaciéon Envision FLEX-HRP.
Contraste con hematoxilina de Harris.
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Figura 11. Higado de cerdo calostrado infectado con virus pHIN1, 6 DPI. La
inmunopositividad se aprecia en el ndcleo y citoplasma de las células de Kupffer y
endoteliales. Inmunohistoquimica indirecta con sistema de amplificacion Envision FLEX-
HRP. Contraste con hematoxilina de Harris.
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Figura 12. Rifion de cerdo calostrado infectado con virus pHIN1, 6 DPI. La
inmunopositividad se aprecia en el nudcleo y citoplasma de macrofagos y células
endoteliales de vasos sanguineos intersticiales. Inmunohistoquimica indirecta con sistema
de amplificacion Envision FLEX-HRP. Contraste con hematoxilina de Harris.
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Figura 13. Vejiga de cerdo calostrado infectado con virus swH1N1, 14 DPI. La
inmunopositividad se aprecia en el nlcleo y citoplasma de macréfagos presentes alrededor
de vasos sanguineos de la capa muscular. Inmunohistoquimica indirecta con sistema de
amplificacion Envision FLEX-HRP. Contraste con hematoxilina de Harris.

En el estdbmago, intestino delgado y grueso la nucleoproteina de Alfainfluenzavirus se
detecto en el ndcleo y citoplasma de linfocitos y macréfagos presentes en la lamina propia
y submucosa. En una de las secciones de yeyuno y coldn del grupo calostrado e infectado
con el virus pH1IN1 a los 6 DPI la nucleoproteina de Alfainfluenzavirus se detect6 en el

citoplasma de los enterocitos (Cuadro 3y 4) (Figura 14).



34

Figura 14. Estdbmago, yeyuno y coldn de cerdo calostrado infectado con virus pH1N1, 6
DPI. La inmunopositividad se aprecia en el nicleo y citoplasma de macréfagos presentes en
la lamina propia y submucosa, ademas de enterocitos del yeyuno vy colon.
Inmunohistoquimica indirecta con sistema de amplificaciébn Envision FLEX-HRP.
Contraste con hematoxilina de Harris.

Las muestras de encéfalo y médula espinal fueron negativas a la nucleoproteina de

Alfainfluenzavirus (Cuadro 3y 4).

No se observé efecto de la cepa, del calostro o de los dias postinfeccion sobre la positividad
observada en los tejidos. Es importante sefialar que solo en el pulmén, érganos linfoides y
en el yeyuno y colon de uno de los cerdos evaluados del grupo calostrado e infectado con el

virus pH1N1 a los 6 DPI se observo inmunopositividad en células residentes.
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4.5. Microscopia electrénica de transmision de tejidos porcinos fijados en una mezcla

de glutaraldehido 2.5% y paraformaldehido 4%

Los resultados de la deteccion de particulas virales compatibles con Influenzavirus en
fragmentos de pulmén, linfonodo y tonsila que fueron fijados en una mezcla de

glutaraldehido 2.5% y paraformaldehido 4% se resumen en el cuadro 5.

Cuadro 5. Deteccion de particulas de Influenzavirus por microscopia electréonica de
transmision en tejidos de cerdos no calostrados y calostrados infectados con dos cepas
de virus de influenza (pHIN1 y swH1N1)

Tejido Tratamiento
No Cal/pH1IN1 Cal/swH1N1 No Total
cal/pH1N1 cal/swH1IN1

Traquea 0/9 0/9 0/9 0/9 0/36 (0%)
Pulmén 9/9 9/9 9/9 9/9 36/36
(100%)

Linfonodo 9/9 9/9 8/9 9/9 35/36
(97.2%)

Tonsila 719 9/9 6/9 9/9 31/36
(86.1%)

4.6. Distribucion de las particulas virales de Alfainfluenzavirus en tejidos de cerdos no

calostrados y calostrados infectados con dos cepas de Alfainfluenzavirus

Pulmén: en el citoplasma de células epiteliales alveolares (neumocitos tipo 1), se
observaron abundantes particulas virales cuyos diametros oscilaban entre 90-360nm, estas
particulas virales eran esfericas y en algunos casos pleomorficas, se encontraban envueltas
por una membrana electrodensa sobre la cual se observaban numerosas proyecciones que
correspondian a las glicoproteinas de superficie HA y NA. Dichas particulas estaban
adyacentes al aparato de Golgi, el cual estaba ligeramente hinchado; asimismo, se

observaron numerosos ribosomas libres y material electrodenso fibrilar. En otros campos,
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estas particulas virales se observaron emergiendo de células epiteliales alveolares
(neumocitos tipo 1); asi como, dentro de prominentes vacuolas que se localizaban en el
espacio intersticial entre la membrana basal de las células epiteliales alveolares
(neumocitos tipo 1) y la membrana basal de las células endoteliales, estas vacuolas
contenian abundante material electrodenso fibrilar, en ocasiones agregados de ribosomas y
entremezcladas se observaron numerosas particulas virales como las antes descritas (Figura

15)

Figura 15. Pulmén de cerdo no calostrado, inoculado con el virus swHIN1, 2 dias
postinoculacion. Emergiendo de células epiteliales alveolares se observan abundantes
particulas virales (flecha) MET. Contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo 4,400x.
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Linfonodo: en el citoplasma de macrdéfagos se observaron abundantes particulas virales
cuyos diametros oscilaban entre 90-360nm, estas particulas virales eran esféricas, se
encontraban envueltas por una membrana electrodensa sobre la cual se observaban
numerosas proyecciones que correspondian a las glicoproteinas de superficie HA y NA

(Figura 16 y 17).

Figura 16. Linfonodo de cerdo no calostrado, inoculado con el virus pH1N1, 2 dias postinoculacion.
En el citoplasma de un macréfago se observan escasas particulas virales (flecha) entremezcladas
con ribosomas (R) libres y escaso material proteinico electrodenso fibrilar. MET. Contraste con
acetato de uranilo y citrato de plomo 12,000x.
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Figura 17. Linfonodo de cerdo no calostrado, inoculado con el virus pH1N1, 6 dias postinoculacion.
En el citoplasma de un macréfago se observan escasas particulas virales (flecha) entremezcladas
con ribosomas (R) libres y escaso material proteinico electrodenso fibrilar. MET. Contraste con
acetato de uranilo y citrato de plomo 20,000x.

Tonsila: en el citoplasma de células endoteliales se observaron escasas particulas virales
cuyos didmetros oscilaban entre 90-360nm, estas particulas virales eran esféricas, se
encontraban envueltas por una membrana electrodensa sobre la cual se observaban
numerosas proyecciones que correspondian a las glicoproteinas de superficie HA y NA

(Figuras 18).
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Figura 18. Tonsila de cerdo no calostrado, inoculado con el virus pH1N1, 2 dias postinoculacion.
En la prolongacion citoplasmatica de una célula endotelial se observa una particula viral (flecha)
cercana al lumen vascular (Lu), adyacente a esta hay microvesiculas (Mv), mitocondrias (Mt),
uniones intercelulares (Ui) y fibras de colageno. MET. Contraste con acetato de uranilo y citrato de
plomo 30,000x.
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4.7. Microscopia electronica de transmision de tejidos porcinos embebidos en parafina

En los fragmentos de traquea, corazon, timo, bazo, parpado, glandula salival, estdmago,
intestino delgado, intestino grueso, pancreas, higado, rifion, vejiga urinaria, oviducto,
testiculo y musculo esquelético de tejidos que fueron positivos por inmunohistoquimica a la
nucleoproteina del virus de influenza que estaban embebidos en parafina, no se

identificaron particulas virales cuya morfologia fuera compatible con Influenzavirus.

4.8. Microscopia electronica de transmision de células MDCK infectadas con

Influenzavirus

Las células MDCK infectadas con el virus pH1IN1 y procesadas 24 horas postinfeccion
exhibieron cambios degenerativos y necréticos severos y en las escasas células que
quedaron viables se observaron escasas particulas virales que emergia de la membrana

celular cuya morfologia era consistente con Influenzavirus (Figura 19).
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Figura 19. Células MDCK infectadas con el virus pH1N1, 24 horas posinfeccion. En la membrana
celular se observan dos particulas virales (flecha) MET. Contraste con acetato de uranilo y citrato
de plomo 6,000x.

4.9. Deteccion de RNA viral de Influenzavirus por gRT-PCR

Los resultados de la deteccién de RNA viral de Influenzavirus en tejidos embebidos en

parafina se resumen en el cuadro 6.

Cuadro 6. Deteccion de los genes matriz y nucleoproteina de Influenzavirus por gRT-
PCR en tejidos embebidos en parafina provenientes de cerdos no calostrados y
calostrados infectados con dos cepas de virus de influenza (pH1N1 y swH1N1) a los 2,
6 y 14 dias postinoculacién (DPI)

Tejido Tratamiento
No cal/pH1IN1 Cal/pH1IN1 Cal/swH1N1 No cal/swH1N1
DPI DPI DPI DPI

2 6 14 2 6 14 2 6 14 2 6 14
Traqueay pulmdn + + + + + + + - S - + -
Organos linfoides + o+ - S  + - + - + -+ -
Higado, rifién y vejiga S - - - - - - S - - S S
urinaria
Estémago e intestino + S S S + - S S - S S S

Encéfalo y médula espinal
Mdsculo cardiaco y
esquelético

wn
w

i
wn
w
wn
wn
wn
w

i

i

S= Sospechosa. Es una muestras con valor de Ct <33 pero cuya curva no era tipica.
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Con el uso de gRT-PCR de las 12 muestras evaluadas por tejido en traquea y pulmon el
66.6% fueron positivas y el 8.3% sospechosas; de los 6rganos linfoides el 50% fueron
positivas y el 8.3% sospechosas; el higado, rifion y vejiga urinaria el 33.3% fueron
sospechosas; en estdmago e intestino el 16% fueron positivas y 66.6% fueron sospechosas;
en el musculo cardiaco y esquelético el 75% fueron sospechosas y en el caso del encéfalo y

la médula espinal fueron negativas (Cuadro 6 y Figura 20).
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Figura 20. Curva de amplificacion de la qRT-PCR de Alfainfluenzavirus a partir de tejidos
embebidos en parafina provenientes de cerdos no calostrados infectados con el virus pH1N1 a los 2

DPI.
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4.10. Comparacion entre técnicas diagndsticas

Por inmunohistoquimica y microscopia electronica de transmision se detectd la
nucleoproteina y particulas virales cuya morfologia era compatible con Alfainfluenzavirus
en el 100% de las muestras de pulmdn, linfonodo y tonsila evaluadas, mientras que por

gRT-PCR el porcentaje de muestras positivas se encontré entre el 50% y 66%.

Cuadro 7. Porcentaje de deteccion de muestras positivas a Alfainfluenzavirus por
inmunohistoquimica, microscopia electrénica de transmision y qRT-PCR en tejidos
de cerdos no calostrados y calostrados infectados con dos cepas de virus de influenza
(PHIN1 y swH1N1)

Tejido Inmunohistoquimica Microscopia gRT-PCR
electronica de
transmision
Respiratorio 100% 100% 66.6%
(pulmon)
Linfoide (linfonodo 100% 100% 50%
y tonsila)

Estos resultados consideran solo muestras que fueron positivas a la deteccion de nucleoproteina por inmunohistoquimica,
particulas virales compatibles con Alfainfluenzavirus por microscopia electronica de transmision y deteccion de los genes M y
NP por gRT-PCR
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Capitulo V. Discusién
La inmunohistoquimica es una técnica que ha sido utilizada para la deteccion de
Influenzavirus en cerdos infectados experimentalmente y en casos de campo de cerdos con
enfermedad respiratoria, el antigeno ha sido detectado de forma primaria en el epitelio
bronquial y bronquiolar, glandulas submucosas, neumocitos y células inflamatorias como
macrofagos alveolares, tanto en el ndcleo como en el citoplasma (Vincent y col, 1997). A
diferencia de lo descrito en otros estudios (Haines y col, 1993; Vincent y col, 1997; Jung y
col, 2002; Sreta y col 2009; Gill y col, 2010; Nakajima y col, 2012; Rajdo y col, 2013), en
el presente estudio el epitelio bronquial y bronquiolar fue inmunonegativo en los cuatro
tratamientos evaluados. Sin embargo, la inmunopositividad a nucleoproteina se detectd en
neumocitos, macréfagos alveolares, células endoteliales y tejido conectivo (fibroblastos),
estos dos ultimos tipos celulares al igual que macréfagos residentes fueron inmunopositivos
en corazon, organos linfoides (linfonodos, timo, tonsila, bazo, tejido linfoide asociado a
tracto intestinal), parpado, glandula salival, estdmago, intestino delgado y grueso, pancreas,
higado, rifion, vejiga urinaria, ovario, testiculo y masculo esquelético. De acuerdo con lo
descrito por Nelli y col, (2010) los tejidos del cerdo presentan una amplia distribucién de
receptores que contienen residuos terminales de acido N-acetilneuraminico, lo que brinda
una amplia gama de células susceptibles a la infeccién con el virus de influenza; sin
embargo, en este caso las células residentes de estos tejidos no resultaron positivas. Por otro
lado, es importante evaluar el papel de las células endoteliales, fibroblastos y macréfagos
en la infeccion con Influenzavirus. En el caso de las células endoteliales Short y col, (2014),
estudiaron el papel de estas células en la patogénesis de la infeccion en aves silvestres,

domeésticas y humanos con un enfoque particular en los virus de influenza de alta
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patogenicidad, y observaron que el endotelio es un objetivo importante en la infeccion con
Influenzavirus en aves domésticas Yy silvestres, mientras que en humanos juegan un papel
importante en el control de la respuesta inflamatoria local, por lo que consideran que el
endotelio juega un papel importante, pero especifico de especie en la patogénesis de la
enfermedad. En cuanto a la replicacion del virus en fibroblastos esta ha sido descrita en
cultivos celulares de fibroblastos embrionarios de pollo y fibroblastos embrionarios
pulmonares de origen humano (de Ofia y col, 1995; Muvundy y col, 2016), si bien la
replicacion del virus ha sido eficiente los titulos obtenidos han sido bajos. En relacion a la
replicacion en macrofagos los datos son controversiales ya que hay estudios en los que se
concluye que la infeccion es abortiva y la replicacién no es eficiente (Rodgers y col, 1982;
Yu y col, 2011), mientras que en otros trabajos se ha observado que ciertas cepas pueden

replicarse productivamente en los macréfagos (Marvin y col, 2017).

En infecciones por influenza porcina se han descrito episodios de viremia de corta duracion
y con bajos titulos virales (Olsen y col, 2006) lo que sugiere que el virus es controlado por
el sistema inmune antes de llegar a otro 6rgano o que las lesiones observadas son
incipientes y por lo tanto no se asocian con la infeccion viral. En aves, humanos y modelos
murinos se ha logrado determinar la presencia de RNA de Influenzavirus en sangre y en
otros tejidos distintos al respiratorio durante la fase aguda de la infeccion, asi mismo el
virus esta presente de manera transitoria en varios 6rganos como el encéfalo, higado, bazo,
rifidn, corazén y masculo esquelético. (Mori y col, 1995; Tse y col, 2011) En el presente
estudio la distribucién de la nucleoproteina del virus de influenza en los tejidos evaluados
es sugerente de viremia, debido a que es posible que el virus al estar en el torrente

sanguineo entre en contacto con las células endoteliales y monocitos los cuales pueden
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migrar a los diferentes tejidos en donde fueron detectados. Por otro lado, aunque la
inmunopositividad en organos linfoides no ha sido descrita en cerdos, en un estudio
realizado por De Vleeschauwer y col, (2009) se determind la presencia de virus de
influenza porcina en el bazo e ileon de cerdos inoculados con la cepa
A/swine/Belgium/1/98 H1N1 mediante el uso de RT-PCR tiempo real. En el caso de las
aves se sabe que los Influenzavirus que las afectan tienen tropismo por el tejido linfoide
(Perkins y col, 2001). En el caso particular del timo Fislova y col, (2009) observaron atrofia
cortical y lograron aislar y detectar mediante RT-PCR virus de influenza humana en un
modelo experimental con ratones. En el presente estudio se realizé6 qRT-PCR a partir de los
organos linfoides embebidos en parafina y se logro detectar RNA viral en el 50% de las
muestras evaluadas lo que nos permiti6 confirmar los resultados obtenidos por
inmunohistoquimica y describir que los virus pH1N1 y swH1N1 con que fueron infectados
los cerdos de las muestras que se utilizaron en esta evaluacién lograron replicarse en los

organos linfoides evaluados.

Por otro lado, Fislova y col, (2009) detectaron RNA viral en el higado de ratones
inoculados con virus de influenza humana mediante RT-PCR anidado. En este estudio se
detectd una escasa cantidad de muestras sospechosas a partir de los higado, rifién y vejiga
gue mediante otras técnicas moleculares como el RT-PCR anidado que utilizo Fislova tal
vez podrian confirmarse como positivas debido a que con el RT-PCR anidado es posible
aumentar la sensibilidad de la prueba. Brookes y col, (2009) detectaron RNA viral en
muestras de hisopos oculares y rectales mediante RT-PCR tiempo real. En cuanto a la

excrecion rectal describieron que la deteccion se logro en escasas muestras y que eso podria



47

reflejar un pobre tropismo o replicacion en el tracto digestivo o inclusive sugirieron que
podria existir contaminacion en la regién perineal con descarga nasal debido al
comportamiento social de los cerdos. En el presente estudio se detecto la presencia de la
nucleoproteina del virus de influenza en macréfagos presentes en el parpado, enterocitos,
tejido conjuntivo y células inflamatorias en el intestino, lo cual podria explicar que la
presencia de RNA viral en los hisopos rectales observada por Brookes y col, (2009) no es
producto de contaminacion, pero si de una baja replicacion viral ya que también en nuestro
estudio solo uno de los cerdos del grupo calostrado e infectado con el virus pH1N1 a los 6

DPI fue positivo a la deteccion de nucleoproteina en los enterocitos.

Los cambios descritos en el citoplasma de células epiteliales alveolares (neumocitos) de los
pulmones evaluados por microscopia electrénica de transmision coinciden con lo descrito
por Winkler y Cheville, (1986); Goldsmith y col, (2011). Es importante sefialar que ademas
se observaron particulas virales en el citoplasma de células endoteliales y macrofagos, esto
confirma que la inmunopositividad detectada por inmunohistoquimica se debe a la
presencia de virus. Por otro lado, la presencia de particulas virales en el citoplasma de
células endoteliales podria contribuir al desarrollo de una viremia transitoria, la cual puede
presentarse cuando las particulas virales salen de estas células al final de su ciclo de
replicacion y son liberadas directamente al torrente sanguineo, sin embargo en este estudio

no se lograron observar particulas virales emergiendo de células endoteliales.
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Conclusion

En este estudio logré confirmarse la presencia de RNA viral y particulas virales fuera del
pulmon, sin embargo no se encontrd evidencia de replicacion viral o particulas virales en

células residentes de los tejidos evaluados.

Perspectivas

El detectar RNA viral y particulas virales en células endoteliales, macrofagos y fibroblastos
en tejidos diferentes al respiratorio abre una gran expectativa sobre la participacion de estas
células en la patogénesis de la enfermedad. Aunque la célula endotelial no ha sido
considerada como un objetivo de infeccion por los Alfainfluenzavirus que afectan a los
cerdos, los hallazgos en este estudio abren la puerta a preguntas sobre ¢Cual es la
participacion de la célula endotelial en la patogénesis de los Alfainfluenzavirus porcinos?,
¢Cual es su contribucion en el desarrollo de viremia? O ;Como modulan la respuesta
inmune durante la fase aguda de la infeccion? Por otro lado, los macréfagos son la primera
linea de defensa contra microorganismos en el tracto respiratorio, por lo que determinar si
el virus el capaz de replicarse de forma productiva en esta célula y entender los
mecanismos que el virus utiliza para evadir la funcién del macrofago proporcionara una

mayor comprension sobre la patogénesis y respuesta antiviral por parte del huésped.
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