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ABREVIACIONES*

ABTS: Acido benzotiazolina-azino-sulfonico.

APC: Céulas presentadoras de antigeno.

CD3: Linfocitos T, transmisor asociado d TCR.

CD4: Linfocitos T cooperadores.

CD8: Linfocitos T citotoxicos.

CD25: Receptor-afaparall-2.

CD120a Receptor parafactor de necrosis tumordl.
CD120b: Receptor parafactor de necrosis tumoral.
CD121a: Receptor tipo-1 parainterleuquina- 1.

CD121b: Receptor tipo-2 parainterleuquina: 1.

CD122: Receptor-beta parallL-2.

CD124: Receptor paralL-4.

CD126: Receptor-dfaparall-6.

CD130: Receptor-betapara IL-6.

CD132: Receptor-gammaparall-2.

FACS: Cladficador de cdulas activas fluorescentes.

FITC: Isotiocionato de fluoresceina

gB: Glicoproteina-B de virus de la enfermedad de Aujeszky
gE: Glicoproteina-E del virus de la enfermedad de Aujeszky.
G3PDH: Glicerddehido- 3-fodfato- deshidrogenasa.

HBSS: Solucion salinade Hanks.

19(9): Inmunoglobulina(s).

IL: Interleuquina.

IL-12Rb 1: Receptor parainterleuquina 12.

IL-12Rb2: Receptor parainterleuquina:12.

IL-2R: Receptor parallL-2.

INF: Interferon.

INMD: Inmunomodulador (Inmodulen®, Laboratorios Cdlier).
LAK: Céulas asesinas activadas por linfocitos.

LPS: Lipopolisacarido.



MI: Multiplicidad de infeccion.

MHC: Complgo mayor de histocompatibilidad.
MIP: Proteinainflamatoria de macrofago.
NAP-2: Péotido activador de neutréfilos-2.
NK: Célulaasesina o agresora natural.

PBMC: Cédulas mononucleares de sangre periférica
PBS: Solucion sdinatamponada.

Pg: Propionibacterium granul osum.

PHA: Fitohemaglutinina

PMN: Neutrdfilos polimorfonucleares.

P.V.: Peso vivo.

RT-PCR: Transcripcion inversa de lareaccion en cadena de la polimerasa.
SLA: Antigeno de leucocito de cerdo.

SSE: Solucién sdina esteéil.

Tc: Linfocitos T citotdxicos.

TCIDso: Dossinfectivamedia

TCR: Receptor de antigeno delinfocito T.

Th: Linfocitos T cooperadores.

TMG: Titulo medio geométrico.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

UFC: Unidad formadora de colonias.

VEA: Virus de laenfermedad de Aujeszky.

*Debido a que las abdreviaciones inglesas de los diferentes dementos de sstema inmunitario
s han convertido en una denominacion universal de amplio uso, hemos decidido emplearlas a

pesar de que las Siglas no se correspondan con |la denominacion en espafiol.
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I. REVISION BIBLIOGRAFICA

B sdema inmunitario condituye la linea de defensa de los organismos vivos frente a
los patdgenos. Su funcion principd consse en evitar la colonizacion, multiplicacion e

invasion de los tgidos por parte de virus, bacterias, hongos, protozoosy hemintos.

1. Sistemainmunitario de cerdo

Al igud que en otras especies de mamiferos domédicos, € Ssema inmunitario de
cerdo estd constituido por cdlulas, tgidos, organos linfoides y factores solubles. Sin embargo,
eda epecie presenta una serie de diferencias morfoldgicas y funciondes propias. nédulos
linféticos con edructura invertida (cortex/méduld), ausencia cas completa de cdulas en la

linfa eferente y un eevado nimero de células linfoides circulantes.

1.1. Organoslinfoides

Los organcs y tgidos linfoides se dividen, segin su funcion, en primarios y secundarios.
Los primarios (médula Gsea y timo) son los gtios principdes de produccion de céulas
linfoides. En egtos organos primarios, los linfocitos se diferencian a partir de las céulas
primordides linfoides, proliferando y madurando hasta convertirse en céulas funciondes.
Los drganos linfoides secundarios (bazo, nddulos linféticos, placas de Peyer y tonsilas) son
aqudlos en los que se dan las condiciones para que los linfocitos T y B inmunocompetentes
recién formados puedan interaccionar entre si y con los antigenos, pudiéndose generar de esta
manera la respuesta inmune. En los mamiferos las cdulas T maduran en d timo y las cdulas

B o hacen en & higado fetd y médula 6sea.

Los linfonddulos son oOrganos encapsulados, condtituidos por la cdpsula, € cortex, la
médula y € hilio, que se encuentran distribuidos por todo € organismo de los mamiferos. En
e cerdo, los linfonddulos presentan caracteristicas diferentes con respecto a otras especies
domesticas d tener una edructura invertida El cortex o zona con foliculos linfoides, se

encuentra en d interior dd ndédulo centrd y esta formado por un tgido linfoide difuso,
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llamado paracortex, y por foliculos primarios y secundarios. Por otra parte, la médula se ubica
en la periferia dd nodulo, no posee senos linféticos o edructuras Smilares y esta condtituida
por un entramado uniforme y difuso de céulas en vez de cordones y senos (figura 1). Eda
disposicion dd cortex y la médula se ha observado también en € ddfin, hipopdtamo,
rinoceronte y eefante (Binns, 1982; Moskov et al., 1969).

Figura 1. Nodulo linfético porcino.

Foliculo

Paracértex i N s Linfocitos B

Linfocitos T

Cortex

Médula
[g+

En la mayoria de las especies animdes, la salida de los linfocitos de los linfonddulos se
da a través de los vasos linfaicos eferentes, mientras que en € cerdo estos se vierten
directamente ala sangre através de los vasos que irrigan los nddulos.

1.2. Formascdularesy su funcionabilidad

1.2.1. Monocitosmacr 6fagos

En contraste con otros 6rganos y sistemas que tienen un espacio anatdmico definido, las
cdules dd dgema inmunitario estdn presentes en cas todo € organismo y son capaces de
moverse a través de la corriente sanguinea o linféica hasta cudquier tgido o compartimiento
anadmico. Los monocitogmacréfagos tienen un pape clave en la defensa frente a patdgenos
ad modular la respuesta inespecifica y especifica (Solbach et al., 1991). Sus funciones son las
de ingerir y destruir patdgenos (fagocitosis) y la de actuar como cdlulas presentadoras de

antigenos para los linfocitos T cooperadores (Th). Por otra parte, los macrofagos producen
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mediadores solubles (citoquinas y quimioquinas) que paticipan de forma activa en la

modulacion de larespuestainflamatoria e inmune.

a) Fagocitosis

Los macréfagos son las células fagociticas més importantes y poseen una ata capacidad

de accion contra patdgenos que se incrementa a ser activados por mediadores solubles.

El proceso de fagocitosis condta de cuatro fases. adhesion dd fagocito a patdgeno para
su captura, ingestion propiamente dicha, destrucciéon de patégeno mediante enzimes liticas y
la expulsion de los detritus resultantes. Estas fases involucran la participacion de diferentes
componentes ceulares y, asi mismo, este proceso es critico en la defensa inmune y necesario
en los mecanismos inmunes inespecificos y especificos, la presentacion de antigeno y la

induccidn y activacion de linfocitos (Brown, 1995).

En lafagocitoss intervienen (Janeway et al., 2001; Roitt et al., 2001; Tizard, 2000):

1) Receptores quimiotécticos de membrana plasmética que les araen hacia los lugares donde
Se encuentren microorganiSmos.

2) Receptores inespecificos que permiten la unién con los microorganismos, como por
gemplo los receptores de manosa-fucosa que s unen a las paredes bacterianas, los
receptores de Fc de anticuerpos y los receptores de los factores de complemento que
reconocen proteinas dd sstemade complemento unidas d patdgeno

3) Sgemas quimicos y enziméticos microbicidas destinados a eiminar d agente extrafio una

vez fagocitado (anion perdxido, Gxido nitrico, catepsina G, etc.).

b) Presentacion de antigenos

Para responder adecuadamente a los antigenos, las células T necesitan que éstos le sean
presentados a través del complgo mayor o principa de histocompatibilidad para que sean
reconocidos. La presentacion de antigenos se rediza a través de las cdulas presentadoras de
antigeno (APC), fundamentamente cdulas dendriticas y macréfagos, sendo un paso crucid
en d inicio de la respuesta inmune. Algunos tipos cdulares, ademas de su funcidén propia,
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poseen la capacidad de actuar como clulas presentadoras de antigenos (células B). Asi
mismo, exigen céulas que d ser edimuladas por factores solubles (interferon-g y factor de
necross tumora-a), pueden ser capaces de presentar antigenos (astrocitos, cdulas foliculares,
endotelio, fibroblastos y otras) (Janeway et al., 2001; Roitt et al., 2001; Tizard, 2000).

b.1) Complgo Mayor de Histocompatibilidad

B complgo mayor o principd de hisocompatibilidad (MHC), denominado en € cerdo
antigenos de leucocitos de cerdo (SLA), es un grupo de moléculas a través de las cuades se
lleva a cabo la presentacidon de antigenos a los linfocitos T. Al igud que en otras especies, en
e cedo s han descrito dos clases principdes de antigenos de histocompatibilidad
denominados antigeno de clase-l (MHC-I) y antigeno de clase-ll (MHC-II), los cudes se
diferencian entre S por sus edructuras, funciones y mecanismos para € procesamiento del
antigeno (Vaiman, 1988; Vaman et al., 1998).

B MHC-1 s expresa en la supeficie de todas las células nucleadas, excepto las
neuronas y trofoblastos. Este antigeno liga fragmentos peptidicos de proteinas (8-11
aminoécidos de tamafio) que se encuentran y e procesan en € citoplasma. Edas proteinas,
fundamentamente, son de patdgenos transcritas en € citoplasma, propias dd  huesped,
derivadas dd nicleo y de mitocondrias 0 exdgenas capaces de aravesar las membranas
cdulares (Arnaiz-Villena et al., 1995; Harding et al., 1995). En € citoplasma, estas proteinas
son procesadas y degradadas a pequefias cadenas de péptidos en los proteosomas. La union
con € péptido se efectlia en € reticulo endoplasmico, actuando dos proteinas (TAP-1, TAP-2)
como transportadoras de los péptidos a la superficie celular, donde este complgo MHC-I-
antigeno es reconocido por los linfocitos T citotdxicos que procederan a destruir las cdulas
infectadas (Harding et al., 1995; Vaiman et al., 1998).

El MHC-1l s expresa en dgunas APC como monocitos'macréfagos, céulas dendriticas
y linfocitos B. Reconoce fragmentos peptidicos (18-25 aminoacidos de tamafio) y, d contrario
de MHC-I, utiliza la via endocitica (endosomas o lisosomas) como mecanismo de transporte
de los péptidos a la superficie cdular, por 1o que en @ se expresan antigenos dd espacio

extracelular. Estos péptidos se unen en d reticulo endoplésmico a una proteina de membrana
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llamada cadena invarigble (li). Este complgo MHC-1I-li accede a la via endocitica donde se
une a los péptidos procedentes de patdgenos que han sido degradados, para ser transportados
a la supeficie cdular donde seran reconocidos por los linfocitos T cooperadores,

desencadenandose la respuestainmune especifica (Harding et al., 1995; Janeway et al., 2001).

Se ha descrito un tercer tipo de antigeno de histocompatibilidad, denominado MHC-III,
que capta proteinas que se encuentran libres en la sangre y actia en la cascada de
complemento y otras acciones inmune menos especificas (Vaman, 1988, Vaman et al.,
1998).

c) Produccion de citoquinas

Los monocitosmacréfagos producen y secretan una serie de mediadores solubles
(Interleuquina-1, 1L-6, IL-10, IL-12, factor de necross tumord-a e interferon-a, entre otros)
que inducen un efecto pro-inflamatorio, estimulan la secrecion de otras citoquinas, participan
en la activacion, proliferacion y diferenciacion cdular asi como en @ control de la respuesta
inmune. Por otra parte, los monocitos'macréfagos son capaces de responder ante la accion de
mediadores producidos por diferentes tipos cdulares (IL-4, IL-13, interferon-g y factores de
crecimiento) y asi mismo, pueden responder de forma autocrina (Biron, 1994; Cdada y
Nathan, 1994; Janeway et al., 2001).

1.2.2. Linfocitos

Los linfocitos son las cdlulas dd sstema inmune sobre las cudes recee la respuesta
inmune adquirida o especifica

a) Linfocitos T

En los mamiferos, los linfocitos T dirigen y regulan la respueta inmune y se
caracterizan por ser capaces de reconocer especificamente antigenos extrafios asociados a
MHC-1 6 MHC-II. Dentro de la poblacion de linfocitos T, se cladfican varios subtipos

definidos por sus caracterigticas fenctipicas, funcionales e incluso por su distinto proceso de
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diferenciacion. Estas caracteristicas fenotipicas se determinan por € estudio de proteinas que

* encuentran en la supeficie de la membrana de las cdulas mediante la utilizacion de

anticuerpos monoclonales, definiéndose asi 1os grupos de diferenciacion (CD).

Los linfocitos T poseen en su membrana un complgio de proteinas llamado receptor para
antigeno de linfocito T (TCR) mediante € cud reconocen los péptidos antigénicos que le son
presentados a través de MHC-1 6 MHC-II. La sefid de reconocimiento es trangmitida a
interior celular por un conjunto de moléculas de membrana llamado colectivamente CD3. El
TCR egsta formado por un heterodimero congtituido por dos cadenas, en combinaciones ab 6
od, lo cud permite la dasificacion de los linfocitos T en dos grupos, linfocitos Tab (TCR-2) y
Tgd (TCR-1). Estos dos tipos de linfocitos se diferencian entre si por la presencia de estas
moléculas en la membrana cdular, las moléculas que reconocen en la presentacion del
antigeno y lafuncion que redizan dentro de la respuestainmune.

Los linfodtos Tab se encuentran en una dta proporcion en la sangre periférica de
cerdo (40%-60%) (Yang y Parkhouse, 1996) y se dividen en dos grandes subtipos, linfocitos
T CD4 (linfocitos T cooperadores) y linfocitos T CD8 (linfocitos citotoxicos). Los linfocitos
CD4 reconocen antigenos presentados por MHC-1I e interactdan con fagocitos y cdulas B
para la destruccion de patégenos y promover la sintess de inmunoglobulinas. Por su parte, los
linfocitos CD8 reconocen antigenos presentados por MHC-1 y actGan en d proceso de

citotoxicidad paraladiminacion de cdulas infectadas.

En € cedo adulto norma, existe una proporcion importante de linfocitos periféricos
(10%-60%) que pueden expresar smultaneamente receptores CD4 y CD8 (llamados doble
positivos, CD4/CD8 DP). En d cerdo, los fenotipos CD4/CD8 DP se encuentran en sangre y
otros tgidos y presentan caracteristicas de células de memoria (Joling et al., 1994; Ober et al.,
1998; SadImiller, 1996; Yang y Pakhouse, 1996; Zuckermann y Husmann, 1996;
Zuckerman, 1999).

Por su pate los linfocitos Tgd, también denominados nulos, se  encuentran
abundantemente en las mucosas y a menudo son CD4 y CD8 negativos (Joling et al., 1994,
Zuckermann y Husmann, 1996). Se ha observado que su proporcion disminuye con la edad y
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aunque su funcion no estd dd todo clara, se cree que son capaces de presentar actividad no
restringida a MHC y parecen tener un pape en la proteccion de las mucosas y en actividades
citoliticas (Kaufmann, 1996; Saamduller, 1998). Ademas, se ha observado que este fenotipo es
capaz de reconocer antigenos directamente, sin la presentacion por APC y que, a su vez, una
subpoblacion de linfocitos Tgd puede presentar antigenos a linfocitos T cooperadores via
MHC-I1I (Takamatsu et al., 2001)

a.l) LinfocitosThlyTh2

Dentro de proceso de la respuesta inmune especifica, las cdulas dd dstema
inmunologico (linfocitos B, fagocitos y otros linfocitos T) interaccionan con los linfocitos T
para inducir en dlos la activacion, divison y diferenciacion. Edta relacion e lleva a cabo de
dos maneras. por contacto directo entre moléculas de membrana y mediante la secrecion de
mediadores solubles.

Tras la presentacion de antigenos y por d efecto de ciertas citoquinas, los linfocitos CD4
pueden polarizarse en sus acciones, particularmente su produccién de citoquinas, de tal modo
que favorezcan la respuesta inmune cdular (Thl) o humord (Th2) (figuras 2 y 3). La
produccién de citoquinas por los macréfagos y otros tipos ceulares en las primeras fases de la
infeccion define @ patron Thl 6 Th2 que se producira en respuesta a un agente extrafio. La
liberacion de interferon-g (INF-g) e IL-12 inducen la diferenciacion de las cdulas Th a cdulas
Thl, en tanto que la IL-4 e IL-10 inducen la polaizacion Th2 (Biron y Gazzindli, 1995;
O’ Garra, 1998; Romagnani, 1997; Scott, 1993b; Trinchieri, 1993).

Los linfocitos Thl y Th2 se disinguen por las citoquinas que producen y € tipo de
respuesta inmune en la que intervienen. Los linfocitos Thl producen INF-g, factor de necrosis
tumord-beta (TNF-b), IL-2 e IL-8, los cuades activaran a los linfocitos CD8 y cdulas asesinas
naturdes. Esta polarizacion Thl supondrd un predominio de la respuesta inflamatoria y
citotéxica (Kaufmann, 1996; O'Garra, 1998; Romagnani, 1996; Romagnani, 1997). Por su
parte, los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, entre otras, cuyo efecto

principd sera la activacion de linfocitos B y eosndfilos predominando la respuesta de tipo
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humord (Garsde y Mowat, 1995; Kaufmann, 1996; O Garra, 1998; Romagnani, 1992
Romagnani, 1996; Romagnani, 1997).

En este proceso de polarizacion Thl/Th2, un tipo de respuesta inhibe a otra mediante
citoquinas especificas. Ad, los linfocitos Thl pueden inhibir la proliferacion de las clulas
Th2 a través de la secrecion de INF-g, mientras que la IL-10 producida por las cdulas Th2,
inhiben la secrecion de las citoquinas de los linfocitos Thl (Roitt et al., 2001).

Figura 2. Polarizacion respuestainmunitaria Thl.
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IFN-g interferon-gamma; IL: interleuquina; TNF: factor de necrosis tumoral; MHC-II: complejo mayor de

histocompatibilidad tipo-11; CD3: receptor-transmisor; NK: células asesinas.
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Figura 3. Polarizacion respuestainmune Th2
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IFN-g interferon-gamma; IL: interleuquinas; TNF: factor de necrosis tumoral; MHC-II: complejo mayor de

histocompatibilidad tipo-11; CD3: receptor-transmisor. NK: células asesinas.

b) Linfocitos B

En € cado, los linfocitos B condituyen aproximadamente entre d 5% y 18% dd
reservorio  linfoide circulante 'y tienen como funcion principd la de producir las
inmunoglobulinas (1gs), las cudes pueden actuar asociadas a la membrana de la cdula B o de
forma soluble (anticuerpos). Las inmunoglobulinas de membrana son Sntetizadas por las
propias cdulas B y quedan insertadas en la superficie de membrana donde actlan como
receptores antigénicos especificos. Por su pate, los anticuerpos son proteinas que se
encuentra libres en € suero y que se unen especificamente a los antigenos poniendo en

contacto & patdgeno con € fagocito encargado de destruirlo.

Una vez que se ha llevado a cabo € contacto con € antigeno, las cdlulas B se activan,
proliferan y se diferencian en cdulas plasméicas 0 céulas secretoras de anticuerpos. Una
pate de los linfocitos B activados no se diferencian en céulas plasmédticas, Sno que se

convieten en cdulas de memoria que serén las responsables de la produccion de una
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respuesta mas rgpida e intensa en € caso de un nuevo contacto con ese antigeno. Asi mismo,
las células B pueden producir citoquinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, INF-g,
TNF-a entre otras) (Pistoia, 1997), asi como responder ante ellas, actuando ademas como
células presentadoras de antigenos alos linfocitos Th.

b.1) Inmunoglobulinas/anticuerpos

La produccion de anticuerpos por parte de los linfocitos B es uno de los mecanismos
més efectivos en la respuesta especifica ante microorganismos. Cada molécula de g,
independientemente de su  isotipo, estd formada, genéricamente, por dos cadenas
polipeptidicas ligeras y dos cadenas polipeptidicas pesadas unidas por puentes disulfuro.
Dentro de la molécula se pueden reconocerse dos regiones, una region variable (Fab),
implicada en la union dd antigeno y donde se encuentra la especificidad de la
inmunoglobuling, y una region congtante (FC), que es la mediadora de las funciones efectoras
del anticuerpo y determina d tipo y subtipo de Igs que se producira (Arnaiz-Villena et al.,
1995) (figura 4).

Figura 4. Edtructura basica de las Inmunoglobulinas.
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En @ cerdo, se han descrito cuatro tipos de Igs, 1gG, IgM, IgA e IgE, aunque se ha
sugerido la exigencia de IgD (tabla 1). La IgM es la primera inmunoglobulina que se produce

durante € desarollo feta y es @ isotipo predominante en una respuesta primaria (Butler,

20



1998). Su presencia eda cas exclusvamente redringida ad espacio vascular 'y su sintesis
disminuye a medida que aumenta la 1gG. Su dfinidad especifica es menor que la de la 1gG,
pero por su conformacion de pentamero puede relacionarse con multiples antigenos y activar
e dgemadd complemento (Arnaiz-Villenaet al., 1995).

Tabla 1. Inmunoglobulinas en calostro, leche y suero de cerdos (Pescovitz, 1998; Roth,
1999).

19G lgM I0A IgE
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Calostro 30-70 2,5-3,2 9,5-10 -
Leche 1-11 0,3-1,8 3-7 -
Suero 17-25 1-3 0,5-3 -

En € cedo, la IgG es la principd inmunoglobulina presente en @ suero y caodro.
Representa aproximadamente € 70% total de las Igs ddl organismo produciéndose de manera
muy intensa en pocas horas. Tiene gran dfinidad por € antigeno y es la inmunoglobulina
dominante en la respuesta inmune secundaria pudiendo opsonizar, aglutinar 'y precipitar
antigenos, as como ectivar la via clésica y dternativa dd complemento. Por otra parte, se
puede unir a receptores especificos de cdulas inmunes como macréfagos, meastocitos,
polimorfonucleares y linfocitos para incrementar en dlos la cgpacidad de fagocitoss y la
produccion y liberacion de factores solubles En @ cerdo se describen cinco subclases
diferentes. 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 e 1gG4 (Kacskovics et al., 1994; Van Zaane y Hulg,
1987).

La IgA predomina en las mucosas y a menudo se asocia a un componente secretor
elaborado por las cdulas epiteides que permite una union a las superficies mucosas, sendo
e anticuerpo mas abundante en las secreciones corporaes. Actlia bésicamente en respuestas
locdes de la inmunidad de mucosas Sendo la primera linea de defensa frente a patdgenos
cuya invasion se produce a través de superficie de mucosas. En cerdos se han descritos dos
subclases, IgAle IgA2 (Van Zaaney Hulst, 1987).
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La IgE, y la IgD en otras especies, representan un escaso porcentge del tota de
inmunoglobulinas que intervienen predominantemente en las reacciones démgicas, la

respuesta frente ahelmintos y en la citotoxicidad celular.

La cinética de la respuesta de anticuerpos e inicia aproximadamente a partir de los 4-5
dias tras € contacto y procesamiento de un antigeno. Se inicia con predominio de la IgM que
aumenta de manera logaritmica para edtabilizarse en un méximo y luego ir descendiendo. En
la respuesta secundaria es mucho més rgpida e intensa, de una mayor duracidn, y presenta

predominio de IgG (figurab).
Figura 5. Respuesta primariay secundariade IgM e IgG.
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1.2.3. Otrostiposceulares

En € desarrollo de la respuesta inmune intervienen otra serie de cdulas como son los
neutrdfilos, las células NK, eosindfilos, basdfilos, mastocitosy plaguetas.

a) Neutrdéfilos
Los neutréfilos polimorfonucleares (PMN) son una pate esencid de la respuesta
inmune innata d ser uno de los primeros tipos cdulares que migran tras una invadon de

patogencs, teniendo como principad funcion la fagocitods. Condituyen mas dd 90% de los

polimorfonucleares  circulantes, dendo la poblacion predominante en una respuesta
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inflanatoria (Mallinedo et al., 1999). Los PMN tienen receptores para la porcion Fc de las
inmunoglobulinas y para factores de complemento (C3), interviniendo en los procesos de
citotoxicidad celular dependientes de anticuerpos, la cua condituye d tipo mas activo de
citotoxicidad en lechones jévenes (Euzeby, 1993).

Al igud que los monocitogmacréfagos, los neutréfilos producen la eiminacion de los
patdgenos fagocitados mediante la generacion de intermediarios reectivos de oxigeno
(sugtancias oxidantes) y una srie de enzimas liticas que se encuentran en sus granulos
lisosomdes (hidrolasas &cidas, migoperoxidasa, muramidasa,  lactoferring,  lisozima)
(Cassatella, 1995; Edwardsy Watson, 1995; Roth, 1999).

A diferencia de los macréfagos, los PMN no son capaces de fagocitar repetidamente y
liberan sus enzimes hidroliticas més lentamente. Sin embargo, tienen una capacidad de
activacion muy répida y se producen en un gran nimero a partir de la médula ésea (10
células por dia) (Euzeby, 1993; Mallinedo et al., 1999). Por otra parte, los neutréfilos poseen
la capacidad de responder ante citoquinas y, cuando estan activados, son cdulas que, asi
mismo, pueden expresarlas y producirlas (Cassatella, 1995). En personas se ha observado la
sintess de IL-1b, IL-8, IL-6, TNF-a, INF-a, proteina inflamatoria de macréfagos (MIP) y
una serie de quimioquinas (Cassatella, 1995). A través de estas sustancias, los PMN no solo
on capaces de promover la activacion y € reclutamiento de otros neutrdfilos sino también
pueden producir la quimioatraccion y activacion de monocitogmacréfagos y linfocitos, 1o que
tendria una influencia sobre la direccion y evolucion de los procesos inmunes (Cessatella,
1995).

b) Eosindfilos

Condtituyen entre € 2% y 5% de los leucocitos circulantes. Es una cdula con capacidad
fagocitica aunque menor que la de otros tipos cdulares. Sin embargo, su funcién primordia
es la liberacion d exterior dd contenido de sus granulos citoplasméticos que poseen grandes
cantidades de fodfatasa acida y peroxidasa, particularmente importante en las infestaciones
por hemintos (Arnaiz-Villenaet al., 1995; Janeway et al., 2001; Roitt et al., 2001).

23



c) Basdfilos, mastocitos

Los bastfilos se encuentran en la circulacion sanguinea en escaso numero (menos del
0,2% de los leucocitos) y poseen grénulos digribuidos d azar rodeados de membrana
Intervienen en la inflamacion de tipo agudo, sendo muy importantes en € aviso de darma d
gdema inmune (Arnaz-Villena et al., 1995). Poseen receptores de dta afinidad para IgE,
cuya union produce la liberacién de los mediadores presentes en sus granulos. Los mastocitos
se encuentran en los tgidos corporales (epiteio mucoso y tgido conjuntivo), poseen granulos
que liberan en d proceso de la desgranulacion participando también en reacciones aérgicas y
pueden actuar en conjunto con los eosindfilos para potenciar en éstos la destruccion de

parésitos (Arnaiz-Villenaet al., 1995).

d) CélulasNK

Las cdulas asesnas 0 agresoras naturadles derivan de la médula ésea y no poseen
receptores especificos para antigenos por lo que su actividad no esta restringida por MHC. Su
funcion es la de dedruir cdulas infectadas y agunas cdulas tumordes, teniendo también la
capacidad de responder y producir factores solubles que intervienen de forma decisva en la
polarizacion de la respuesta inmune (INF-g) (Evans y Jaso-Friedmann, 1993; Roth, 1999). En
e cerdo, edas cdulas son muy importantes en animdes jovenes donde la inmunidad
inespecifica por parte de las células NK tiene un pape relevante en la proteccion frente a
patogenos intracelulares (Euzeby, 1993; Evansy Jaso- Friedmann, 1993; Roth, 1999).

e) Plagquetas
Las plaguetas, ademéas de su participacion en la coagulacion, pueden intervenir en la
repuesta inmunitaria, especidmente en la inflamacion. Por otra parte, liberan sustancias que

aumentan la permesbilidad cepilar, activan d complemento y actlan quimiotécticamente
sobre leucocitos (Arnaiz-Villenaet al., 1995; Roaitt et al., 2001; Tizard, 2000).
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2. Respuestainmune

La respuesta inmune consste en @ desencadenamiento de los mecanismos destinados a
la diminacion de patdégenos o materid extrafio. La redizacion de eda respuesta esta
condtituida por tres pasos € reconocimiento de manera inespecifica y especifica dd agente
extrafio por pate de los fagocitos, linfocitos T y B y otros tipos cdulares, la regulacién a
través de la interaccion de los diferentes eementos dd sSstema inmunitario para que se
activen y regulen, y la respuesta del tipo e intensdad adecuada para la diminacion o
inactivacion del agente extrafio.

Dentro dd proceso de reaccidn frente a patdgenos, la respuesta inmunitaria por parte del
hospedador s puede clasficar en dos tipos innata (naturd o inespecifica) y adquirida
(edaptativa 0 especifica). Asi mismo, la respuesta adquirida se puede llevar a cabo a través de
una respuesta inmune mediada por cdulas 0 mediante una respuesta de tipo humord. Todos
estos mecanismos inmunes dependeran dd tipo de agente, las lesiones que causa y dd luger

donde se produzca lainfeccién.

2.1. Respuestainmuneinnata, natural 6 inespecifica

Se desencadena d poco tiempo de la entrada del agente d organismo (minutos u horas)
y predomina en las primeras fases de una infeccion, teniendo una gran importancia en la
proteccion sstémica y locd dd organismo (Euzeby, 1993). Esta condituida por las barreras
fiscas y agentes quimicos no especificos (pid, secreciones sebécess, lisozima en la mayoria
de las secreciones, mocos, tapiz ciliar de la traguea, acido géstrico, secrecion lagrima, sdiva,
enzimas protedliticas, hisamina, é&cidos grasos, etc.), los factores solubles que recubren e
inactivan inespecificamente patdgenos (proteinas dd complemento, de fase aguda), asi como
por céulas (monocitomacréfagos, polimorfonucleares, céulas citotdxicas, NK, etc) que
reconocen inespecificamente a los microorganismos 0 a cdulas que se encuentren infectadas
(Rumyantsev, 1998).
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2.2. Respuestainmune adquirida, adaptativa 6 especifica

Edte tipo de respuesta depende de los linfocitos T y linfocitos B, caracterizandose por la
epecificidad  para reconocer antigenos y la generacion de memoria para activarse
rgpidamente en caso de un posterior enfrentamiento a mismo agente. Congta de una respuesta
primaria, que, como describimos anteriormente, es de bga intensdad y corta duracion y una

respuesta secundaria que se caracteriza por ser més rapida, intensay efectiva,

Dentro dd proceso de la respuesta especifica puede distinguirse un componente
humoral, basado en la produccion de anticuerpos, y un componente celular, basado en
mecanismos de citotoxicidad. Durante & desarrollo de la respuesta adaptativa frente a un
patogeno, se sueen desencadenar ambos tipos de inmunidad, S bien generdmente una de

ellas predomina sobre la otra

2.2.1. Respuestainmune mediada por células

La respuesta mediada por células se caracteriza por la eiminacion del agente extrafio
mediante la accion directa de diferentes tipos cdulares (monocitos/macrofagos, PMN, NK,
Tc, ec) ad como los mecanismos de inflamacion, quimiotaxis, fagocitoss, citotoxicidad,
liberacion de citoquinas y presentacion de antigenos, no interviniendo, de manera
determinante, los linfocitos B ni los anticuerpos. El proceso de citotoxicidad mediada por
células puede s=r, 0 no, restringida por MHC seguin € tipo de cdulas que intervengan en dla
La accion de los linfocitos CD8 sobre las clulas infectadas por patdgenos esta determinada
por la expresdon de MHC-I por parte de las céulas invadidas, mientras las células NK y LAK
(c8ulas agresoras activadas por linfoquinas) poseen la propiedad de ser citotoxicas €in
epecificidad antigénica y dn la participacion de MHC. As mismo, céulas citotoxicas que
poseen receptores Fc para 1gG, pueden unirse a las cdulas dianas recubiertas por éa y

lisarlas, actuando de manera dependiente de |os anticuerpos.
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2.2.2. Respuestainmune humoral

La respuesta de tipo humoral se caracteriza por la interaccion entre antigenos que se
encuentran en @ espacio extracdular y los anticuerpos, proceso que <e lleva a cabo luego de
la cooperacion entre los linfocitos T y linfocitos B para la activecion y diferenciacion de éstos
Ultimos. Sin embargo, la respuesta de tipo humora puede ser independiente de los linfocitos T
interaccionando directamente las cdulas B con los antigenos. Una vez activadas, las cdulas B
se condituiran en cdulas plasméticas formadoras de anticuerpos o bien en cdulas de memoria
que permaneceran en € organismo por largo periodo de tiempo. En este tipo de respuesta, se

produce un predominio de larespuesta Th2 y la activacion y proliferacion de diversas células.

En la inmunidad frente a patdgenos, los anticuerpos pueden actuar por tres vies. Se
puede producir la union de estos anticuerpos a los patégenos para prevenir la infeccion de las
cdulas, redizéndose adl la neutralizacién del agente. Por otra parte, este recubrimiento de los
microorganismos por parte de los anticuerpos produce la opsonizacion de mismo para ser asi
reconocido por los receptores Fc especificos de las clulas fagociticas, incrementandose
consderablemente d proceso de la fagocitoss. Alternativamente, los anticuerpos unidos a los
patdgenos pueden activar las proteinas dedl sisema de complemento para incrementar la

opsonizacion y laliss de agunas bacterias.

A pesar de que dentro de todo € proceso de la respuesta inmune especifica existe una
epecidizacion de cada una de las respuestas que la condituyen (celular y humord), los
componentes basicos de cada una de edtas respuestas (células e inmunoglobulinas) son
necesarios entre si para la eaboracion de una reaccion inmune efectiva, ya que a pesar de que
un tipo de respuesta predomina sobre otra, en muchas ocasiones ambas colaboran entre si. En
muchos casos, para originarse una respuesta mediada por cdlulas es necesaria la presencia de
los anticuerpos y, as mismo, la respuesta humord no podria redizarse con éxito sin la

respuesta de tipo celular sobre los microorganismos recubiertos de anticuerpos.
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3. Citoguinas

Como se ha descrito anteriormente, la respuesta inmune es muy complgia 'y depende de
innumerables interacciones entre una gran variedad de cdulas que deben actuar de manera
coordinada para @ reconocimiento, procesamiento y posterior eiminacion de los agentes no
reconocidos como propios. Edta interaccion se rediza por contacto directo entre cdlulas o
mediante factores solubles que actlian como mediadores, entre los cudes estan las citoquinas.
Bgo este concepto se clasifican diversos grupos de proteinas solubles de bgo peso molecular
(E 80 kD) que acttan a muy bgas concentraciones (nanomoles, picomoles) y que en su
mayoria son secretadas por las céulas que paticipan directa o indirectamente en la respuesta
inmune (Maino y Picker, 1998).

Las citoquinas pueden llevar a cabo su accion sobre las mismas cdulas que las producen
(actividad autocring), sobre cdulas vecinas (actividad paracring) o sobre células y tegidos
digantes a través de la sangre (actividad endocring) (Maino y Picker, 1998). La produccion de
las citoquinas esta determinada por una serie de estimulos que inducen su sintesis y secrecion,
entre los cudes etdn los complgos inmunes, la estimulacidn mitogénica y/o de antigenos, los
componentes del complemento, € contacto con cdulas activadas, las propias citoquines y las
endotoxinas y otros productos microbianos. Asi mismo, la actividad de la citoquina dependera
también de la capacidad de las células receptoras para detectar la presencia de éstas
(Fernandez-Botran et al., 1996).

Existe una amplia variedad de citoquinas las cudes poseen importantes funciones dentro
del organismo. Entre los principaes tipos de citoquinas se incluyen los interferones (INF), €
factor de necross tumord (TNF) e interleuquinas (IL). Seguidamente describiremos
brevemente las citoquinas estudiadas en nuestros ensayos, mientras en € anexo (tabla 10) se

presentan las caracteristicas de otras citoquinas.
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a) IL-1

Existen dostipos de IL-1, IL-1a e IL-1b, que poseen una homologia de un 25% entre Si.
La IL-1 es secretada por diferentes tipos celulares (linfocitos T y B, cdulas NK, granulocitos,
cdulas endotdlides, fibroblastos, cdulas dd misculo liso, queratinocitos, céulas de
Langerhans, osteoclastos, adtrocitos, células mesangiades, células del timo y cdrnea), aunque
son los monocitosmacrdfagos la principa fuente de produccion. La IL-1 posee dos receptores
[lamados de tipo-1 (CD121a) y de tipo-2 (CD121b), a los que se une indistintamente IL-1a e
IL-1b, sSendo su accion bioldgicaindiginguible (Fernandez-Botran et al., 1996).

a.1l) Funciones de regulacion inmunologica (Amaz-Villena et al., 1995; Dinardllo, 1991;
Roaitt et al., 2001; Tizard, 2000):

» Edimula los linfocitos T y B, incrementa la proliferacion cdular y la sintess de IL-6, IL-
8, TNF-a y delamismalL-1.

= Actla snégicamente con IL-6 para inducir la produccion de IL-2 e incrementar la
expresion dd receptor paralL-2 (CD25).

= Edimula la proliferacion y activacion de fibroblastos y timocitos, promoviendo también la
proliferacion de agtrogliay microglia

»  Aumentala capacidad de presentacion de antigenos activando macréfagos.

a.2) Funciones pro-inflamatorias (Armaz-Villena et al., 1995; Davies et al., 1992; Dinarello,
1991; Richards et al., 1991; Roitt et al., 2001; Saklatvaa et al., 1985; Tizard, 2000; Tyler
y Berton, 1988).

* Por s sola 0 actuando en combinacion con otras citoquinaes (IL-6, IL-8, TNF-a) es un
importante mediador de reacciones inflamatorias e induce la produccién de proteinas de
fase aguda y la sintess de otros mediadores (ACTH, IL-6, IL-8, corticoesteroides y
prostaglandinas) que actlan sobre @ centro termorregulador del hipotdlamo produciendo
una Sgnificativa devacion de la temperatura corpordl.

= Incrementa la secrecion de proteinas inflamatorias como eastasa y activador de

plasmindgeno.
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= Es un factor quimiotactico para atraer leucocitos y edimular la desgranulacion de
eodndfilos, incrementando @ nimero de neutréfilos en sangre y favoreciendo su
extravasacion.

= Produce la activacion de cdulas endotdides e incrementa la expresdn de las moléculas
de adhesion.

= En € cerdo, como en humanos, esta implicada en la destruccion de hueso y cartilago que

se observa en varias enfermedades, como laerispela

b) 1L-2

Estd producida por los linfocitos T (principdmente CD4), linfocitos B, cdulas NK y
cdulas LAK. Actia como un importante regulador de la respuesta inmunitaria d s €
principd factor de proliferacion y crecimiento de cdulas T y, ad mismo, produce la
activacion de macrofegos, células NK y cdulas B (Murtaugh, 1994; Neson y Willerford,
1998; Van Parijset al., 1997).

Existen tres tipos de receptores para IL-2, IL-2Ra (CD25), IL-2Rb (CD122) e IL-2Rg
(CD132), los cudes pueden ser expresados de manera indigtinta, independiente o conjunta en
linfocitos y monocitos (Ferndndez-Botran et al., 1996; Nelson y Willerford, 1998; Rebollo et
al., 1996; Smith, 1988). Tras esimulacion de los linfocitos, las cdulas se activan y se induce
en dlas la transcripcién de CD25 que se expresa en la membrana celular, considerandose un
marcador de activacion linfocitaria cuya expreson se induce por @ reconocimiento y la
presencia de IL-2 (Fernandez-Botran et al., 1996; Nelson y Willerford, 1998; Reballo et al.,
1996). El receptor IL-2Rb es expresado en cdulas NK, monocitos/macrofagos, cédlulas T,
cdulas B y neutrdfilos en reposo aunque su expresion s mantiene d activarse las cdulas. El
receptor IL-2Rg se expresa en diferentes células hematopoyéticas, cdulas CD4, CD8, céulas
B, cdulas NK, monocitomacréfagos, neutrdfilos, granulocitos disminuyendo su expresion
en las cdulas activadas (Fernandez-Botran et al., 1996; Nelson y Willerford, 1998; Rebollo et
al., 1996).
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b.1) Funciones (Ferndndez-Botran et al., 1996; Janeway et al., 2001; Knoblock y Canning,

c)

1992; Nelson y Willerford, 1998; Rebollo et al., 1996; Roitt et al., 2000; Tizard, 2000):

Es la principd responsable de la proliferacion y expangon dond de linfocitos T
induciendo su crecimiento dependiente de la concentracion de IL-2, la densdad dd
receptor paralL-2y laduracion de lainteraccidn con € receptor .

Produce la activacién de macréfagos y la proliferacion y actividad citotdxica de las cdlulas
NK.

Participa junto con la IL-4 en la proliferacion y produccion de inmunoglobulines de las
cdulas B activadas.

Egimulalaproduccion delL-1, TNF-a, TNF-b, INF-g, ACTH, prolactinay tirotropina.

IL-4

La principd fuente de produccion son las cdulas T activadas aunque también pueden

producirla otros tipos cdulares (mastocitos y basofilos activados, cdulas B y adgunas cdulas

Tc). Posee un receptor especifico para 1L-4 (CD124) que se expresa en diferentes cdulas,

describiéndose también la existencia de un receptor soluble que puede tener como funcion

bloguear la actividad de esta citoquina (Fernandez-Botran et al., 1996). Es la principd

inductora de la proliferacién de cdulas B.

c.1) Funciones (Lunney, 1998; Roaitt et al., 2001; Tizard, 2000; Zhou et al., 1994):

Actla sobre cdulas Th como factor de crecimiento y activacion sendo uno de los factores
més importante en dirigir la respuesta inmune hacia d predominio de la respuesta de tipo
humord (Th2).

Induce la expresén de MHC-II en macrdfagos y cdulas B incrementando la funcidon de
ellas como APC.

Edimula la proliferacion y diferenciacion de cdulas B promoviendo la secrecion de IgE e
1gG.

Inhibe la activacion de células NK.
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» Posee actividad anti-inflamatoria en monocitos y macréfagos, teniendo asi mismo
actividad antitumord.

* Regula la expreson y secrecion de IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e INF-g lo que inhibe la
respuesta Thl.

d) IL-6

Actlia sobre la mayoria de las cdulas inmunitarias y es elaborada por diferentes céulas
(c8lulas T y B, granulocitos, cdulas dd musculo liso, eosindfilos, condrocitos, osteoblastos,
magtocitos 'y queratinocitos) pero son los monocitosmacrofagos, fibroblastos 'y  clulas
endotelides los productores mas importantes. Su secrecion puede inducirse por IL-1, IL-4,
IL-13, IL-17, endotoxinas bacterianas, TNF-a, infecciones viricas y Stuaciones de hipoxia
(Mantovani et al., 1997). Se han descrito dos receptores de IL-6, IL-6Ra (CD126) e IL-6Rb
(CD130), asi como un receptor soluble (Fernandez-Botran et al., 1996).

d.1) Funciones (Lunney, 1998; Scamurraet al., 1996; Raitt et al., 2001; Tizard, 2000)

= Actla como factor de diferenciacion de células B a cdlulas formadoras de anticuerpos
aumentando la produccion y secrecion de inmunoglobulines.

= ActivaciondecdulasT.

» Es una citoquina pro-inflamatoria que induce fiebre y produccion de proteinas de fase
aguda en € higado.

» Edimula la diferenciacion y crecimiento de las células precursoras hematopoyéticas y la
diferenciacion midlomonocitica

= Aumentala produccion de células precursoras de neutrdfilos, monocitos, megacariocitos.

» End rifidn edimulalaproliferacion de culas mesangiaes

» Edimulalaproliferacion de timocitos.

) IL-10

La interleuquina-10 es producida por los linfocitos T, linfocitos B y monocitos, siendo
un factor muy importante en € control de la respueta inmune d inhibir la sintess de
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citoquinas producidas por cdulas Thl, NK y macréfagos, suprimir la inmunidad celular, la
activacion dd macréfago e inhibir la expresén de MHC-II (Armstrong et al., 1996; Brown et
al., 1994; Pretolani y Goldman, 1997).

e.1l) Funciones inmunoldgicas (Armstrong et al., 1996; Biron, 1994; Chen y Zlotnik, 1991;
MacNelil et al., 1990; Pretrolani y Goldman, 1997; Thompson-Snipes et al., 1991):

Posee diversas propiedades inmunoestimulantes incrementando €  crecimiento  y
diferenciacion de cdulas B, timocitos, clulas T periféricas, mastocitosy linfocitos Tc.

» Aumentalarespuesta proliferativadeloslinfocitos T activados con IL-2 e IL-4.

» Induce lasecrecion de IgG, IgA elgM por parte de las cdlulas formadoras de anticuerpos.

= Tiene un papd importante en la diminacion dd nimero excesvo de eosndfilos en €

lugar de inflamacion.

f) 1L-12

Eda citoquina es eaborada por macréfagos, linfocitos T, linfocitos B, neutréfilos y
células dendriticas. Existen dos receptores, 1L-12Rb1 e IL-12Rb2, los cuaes se expresan en
células CD4, CD8 y NK activadas (Ferndndez-Botran et al., 1996; Trinchieri y Scott, 1994;
Trinchieri, 1998).

f.1) Funciones inmunolégicas (Biron y Gazzinelli, 1995; Scott, 1993a; Scott, 1993b; Schijns
et al., 1995; Trinchieri, 1993; Trinchieri, 1998):

» Produce ladiferenciacion, junto alNF-g, de culas ThaThl.

» Activamecréfagosy linfocitos Tc.

» Edimula € crecimiento y activided funciond de las cdulas NK vy linfocitos T,
estimulando la transcripcion y secrecion de INF-g, TNF-a, IL-2, IL-3 e IL-8.

* |ncrementa los mecanismos de defensa antivirica d activar las cdulas NK, linfocitos T e
inducir INF-g.

= Contribuye aincrementar la resstencia ainfecciones bacterianas, paradtarias y tumores.

* ReducelasintessdelL-4, IL-5elL-10 enlinfocitos Th2.
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g INFa

Es secretado por macr6fagos, monocitos, células T (bésicamente CD4), neutrdfilos,
cdulas NK, adrocitos, cdulas de la microglia, cdulas dd muasculo liso y fibroblastos. Posee
un amplio espectro de actividad bioldgica, Sendo muy importante para € control y resolucion
de infecciones (Marino et al., 1997). Es uno de los principaes factores pro-inflamaorios
junto a IL-1, IL-6 e IL-8 induciendo la respuesta inflamatoria, fiebre, sintess de proteinas de
fase aguda y, en agunos casos, shock séptico. Se conocen dos receptores, TNF-aR1
(CD120a) y TNF-aR2 (CD120b), que son expresados en toda las cdlulas con nicleo
(Ferndndez-Botran et al., 1996; Marino et al., 1997). El receptor TNF-aR1 es expresado
particularmente por cdlulas susceptibles a la accidn citotoxica de los TNF y esta relacionado
con la muerte cdular programada (apoptosis). Por su parte, € receptor TNF-aR2 esta
presente en muchos tipos cdulares y especidmente en aqudlos de origen midoide
(Fernandez-Botran et al., 1996). Se han descrito también receptores solubles para TNF (T-
BP-1 y T-BP-2) que modulan los efectos perjudicides que puede provocar esta citoquina
(Fernandez-Botran et al., 1996).

g.1) Funciones (Ferndndez-Botran et al., 1996; Roitt et al., 2001; Stabel et al., 1995; Tizard,
2000):

= Es un importante factor pro-inflanaorio que induce la produccion de otras citoquinas (IL-
1, IL-6, IL-8) y potenciala expresién de MHC-I.

» Produce la activacion de monocitos, PMN y es coestimulador de linfocitos T y B.

» Incrementa la fagocitoss y la citotoxicidad de neutréfilos y macrdfagos, sendo un potente
quimiotactico de neutrdfilos.

= Junto con IL-1, es responsable de diversas dteraciones en € endotdio incrementando la
expreson de moléculas de adheson d  endoteio, inhibiendo los mecanismos
anticoagulantes y promoviendo los procesos trombociti cos.

= Junto a INF-g posee un efecto antivirico.
» Edimulalaliberacion de INF-g por parte de las c8ulas NK.



h) INF-g

Las cdulas T y clulas NK son las principaes productoras de INF-g. Edta citoquina
tiene actividad antiviica e inmunomoduladora Sendo una citoquina importante dentro de
todo & proceso de la respuesta inmune. El receptor para INF-g, denominado INF-R tipo 2, se

expresa en todas las céulas excepto eritrocitos (Fernandez-Botran et al., 1996).

h.1) Funciones (Fernandez-Botran et al., 1996.; Janeway et al., 2001; Roitt et al., 2001,
Tizard, 2000):

» Es d activador de macréfagos més potente que se conoce incrementando la expresion de
MHC-1 y MHC-II.

» Induce lasecrecion de TNF-a d actuar sobre los monocitos y macréfagos.

» Activalascdulas NK, neutréfilosy céulas endotelides.

» Junto allL-12 induce ladiferenciacion de cdulas Tha Thl.

» Tieneactividad antiviricay antiparasitaria

= Promueve la maduracion de linfocitos Tc sendo un modulador del crecimiento y
diferenciacion decdlulas T.

= Esun potenciador de larespuesta de estas células alos factores de crecimiento.

= Antagoniza d €fecto de IL-4, inhibiendo € crecimiento de cdulas B y la produccion de
IgG1 elgE, favoreciendo la produccion de 1gG2.
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4. Técnicas de medicion delarespuestainmune

Para d esudio y medicion de la inmunidad se utilizan diversas técnicas con € objetivo
de andizar cdulas, anticuerpos, antigenos, proteinas, mediadores, secuencias genéticas, etc.
En este gpartado describiremos, brevemente, las técnicas utilizadas en nuestros estudios, sus

ventgas e inconvenientes.

a) Transcripcion inversay reaccion en cadena dela polimerasa (RT-PCR)

Latécnicade RT-PCR condste en la transcripcion inversa de mRNA para la pogterior
amplificacion de forma exponencid de secuencias especificas de DNA complementario
(cDNA) a través de la sintesis enzimética. Este cDNA se desnaturdiza mediante caor en dos
cadenas sencillas para la redizacion de la hibridacion de los iniciadores o “primers’ a los
lugares especificos de cada una de las cadenas separadas, llevandose a cabo por udltimo la
extendgdn, por efecto de enzima DNA polimerasa Este proceso e rediza mlltiples veces
para obtenerse un nimero de copias exponencia de la cadena origind de DNA (Beverly et
al., 1993; MacPherson y Maller, 2000; Taylor, 1993) (figura 6).

El uso dd RT-PCR presenta una serie de ventgjas y desventgjas.

a.l) Ventgjas.

= Es una prueba muy especifica, sensble y relativamente rgpida que permite la replicacion
del DNA apartir de segmentos muy pequefios.

»  Se puede redizar a partir de diferentes tipos de muestras (sangre, tgidos, cdulas, sudor,
orina, semen, cultivos).

= Con una misma prueba y en un miSmo procesamiento se pueden andizar varias citoquinas
alavez.

= A patir dd segmento amplificado se puede redizar directamente su secuenciacion

» Mediante esta técnica se pueden detectar mutaciones.

*  Pueden detectarse varias citoquinas de forma s multanea mediante técnicas multiplex.
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a.2) Desventajas:

= Costo.
= Detecta la expresdn de citoquinas, pero no la secrecion de la misma por lo que los
resultados obtenidos no implicaban necesariamente la produccion de un efecto biol dgico.

= Errores muy pequefios pueden llevar agrandesfdlos.

Figura 6. Esquemadela RT-PCR.
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b) ELISA

La prueba de inmunoabsorcion ligada a enzima es una técnica muy utilizada en
inmunologia por la poshilidad de estudiar muchas muestras a la vez asi como su rapidez. La
prueba de ELISA, se basa en una reaccion antigeno-anticuerpo en la que una de las fases
reeccionantes et inmovilizada en una supefice Sdlida La unién antigeno-anticuerpo se
revdla mediante € uso de conjugados de tipo enzimético (peroxidesa, fodfatasa dcdina, etc.)

y laadicion de un susbtrato que produce color a reaccionar con la enzima.

Exigen diferentes variantes de la técnica de ELISA que permiten aumentar la
sengbilidad y egpecificidad de la prueba (ELISA indirecto, de captura, de competicion,
sandwich, etc.). Este método permite no solo detectar la proteina que se desea determinar

gno redizar la cuantificacion de lamisma

Al igud que otras técnicas, cuenta con ventgjas y desventgjas.

b.1) Ventagjas.

= ESs una técnica que permite @ estudio de muchas muedtras a la vez y la redizacion de un
gran nimero de pruebas en un tiempo relativamente corto.

» Pemite d estudio de la secrecion de citoquinas, anticuerpos, etc., a partir de diferentes
fluidos (suero, leche, calostro, etc.) y sobrenadantes de cultivos celulares.

» Se puede edudiar tanto cuantitativamente como cuditativamente la produccion de
factores solubles como citoquinas.

= Bgocoste.
b.2) Desventajas.
» En d cao de citoquinas, puede ocurrir la expreson de la citoquina pero no su secrecion

por |o que no se detectaria por estatécnica.
» Es necesario eperar varios dias tras la infeccion para detectar una respuesta de

anticuerpos.
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»  Pueden haber reacciones cruzadas.
» En d cerdo no esdn disponibles comercidmente anticuerpos monoclonaes contra muchas

de las citoquinas.

c) Citometriadeflujo

La citometria de flujo permite redizar € andiss de la morfologia y caracterigticas de las
cdulas, d andiss de proteinas cdulares, parametros bioquimicos, citoquinas, etc. Se basa en
la poshilided de hacer fluir cdulas de una suspenson cdular de forma individud a través de
un flujo liquido de tipo capilar. En su recorrido las células son interceptadas por un haz de luz
l&ser. Al chocar con las cdulas, se produce una disperson frontd de la luz que permite
determinar & tamafio de las mismas, y una disperson laterd que sera en funcidon de la
complgidad de la cdula (grénulos, tamafio de nicleo, organdas, etc). Las cdulas que se
andlizan pueden marcarse con anticuerpos especificos para digtintos epitopos (receptores,
citoquinas, etc.) conjugados con sustancias fluorescentes que poseen la capacidad de excitarse
a pasar por d haz de rayo laser. La intensdad de la fluorescencia emitida es proporciond d
marcgje redizado (figura 7).

Figura 7. Citometro de flujo.
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Al traarse de un andligs cdula a cdula pueden determinarse tanto la frecuencia de
céulas pertenecientes a un determinado fenotipo como la intensdad de la expresién de la

moléculaandizada en cada cdula permitiendo determinar la presencia de la diana marcada.

En su gplicacion en inmunologia, las técnicas de citometria de flujo se han utilizado
bésicamente en la vaoracion de las subpoblaciones celulares, la medicion de la produccién de
citoquinas y en ensayos destinados d estudio de la capacidad efectora de células fagociticas
(Carter y Ormerod, 2000; Groves et al., 1993; Jensen-Waern et al., 1994; Karkmann et al.,
1999; Mainoy Picker, 1998; Wang et al., 1988).

Lacitometria de flujo presenta una serie de ventgjas y desventgjas :

c.l) Ventgas

» Permite redizar d andiss de la morfologia y las caracterisicas de gran cantidad de
células de manerarépida

» Se puede redizar d estudio de poblaciones y subpoblaciones de cdulas de acuerdo a su
complgjidad, receptores y moléculas de superficie smultdneamente.

» Mediante un solo equipo £ puede redizar d estudio de mlitiples variables, parametros
funciondes y respuestas cdulares como € contenido de &cido nucleico, actividad
enzimética, inflyjo de cdcio, potencid de membrana, fagocitoss, viabilidad cdular,
gpoptosis, ciclos cdulares, estado funciona y maduracién de las cdlulas.

c.2) Desventajas.
»  Seredizapor medio de un equipo sofisticado y caro.
= No permite laevaduacion de factores solubles, proteinas libres, anticuerpos en sangre.

= Solo permite la evduacion smultanea de hagta cuatro parametros ad poseer solo cuatro

sensores de luz de fluorescencia (FL).
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5. Inmunomodulacion

La inmunomodulacién consiste en la manipulacion dd dstema inmunologico a través
de uso de sudtancias de origen bioldgico o quimico para producir una respuesta inmune
adecuada d estado que se desea tratar. Asi, en agunos casos, la findidad sera aumentar la
intensdad de la respuesta (inmunosupresion, estrés, vacunacion, infecciones, €tc.), mientras
gue en otros casos e tratara de reducirla (enfermedades autoinmunes, dergias, trangplantes,
hipersensibilidad, etc.)

Segin Quinn (1990), d uso de los inmunomoduladores en animaes domeésticos tiene

como objetivos concretos:

= La produccion de una respuesta més intensa y efectiva contra agentes productores de
enfermedades clinicas 0 subclinicas.

» Acdea la maduracion de la inmunidad especifica e inespecifica en animaes neonaos,
jovenes'y susceptibles de infecciones.

= Provocar reacciones inmunes intensas en tgidos y  oOrganos invadidos  por
microorganismos, con la findidad de incrementar la respuesta protectora en Stios como
gléhdula mamaria, tracto gastrointestingl, respiratorio, genitd, etc.

» Incrementar la respuestainmune especifica, celular y humord, trasla vacunacion.

» Reducir los €fectos de la inmunosupresidon causada por estrés 0 agentes infecciosos que
interfieren en d funcionamiento de las cdulas de dstema inmune o que producen
infeccion permanente.

*» La edimulacion sdectiva de componentes de la inmunided especifica y/o inespecifica que

conlleve a una proteccion contrala replicacion de los agentes patdgenos.

Un inmunomodulador idedl debe poseer una serie de caracteridticas para su uso en los
animales domésticos (Quinn, 1990):

* No debe s toxico 0 pirogénico aln a dtas doss ni poseer actividad teratogénica,

carcinogénica o tener aguin efecto adverso alargo plazo.
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S es adminisrado con vacunas debe poseer un efecto de adyuvante e incrementar la

respuestainmune.

= Debe esimular lainmunidad inespecifica frente a patdgenos.

»  |ncrementar larespuesta primariay secundaria a agentes infecciosos.

= El compuesto del producto debe ser inactivado o biodegradado en & medio ambiente y no
debe excretarse en leche 0 huevos.

= Debe ser activo por viaord y mantener su estabilidad en aguay dimentos.

= Debe ser compatible con otros farmacos incluidos antibiéticos y antiparasitarios.

a) Mecanismo de accion

B modo de accion de muchos inmunomoduladores no es completamente conocido,
aunque generdmente sus principales dianas en d dstema inmune son los linfocitos T y B,
monocitosmacréfagos, granulocitos y céulas NK. Sin embargo, s han comprobado y

propuesto diversas hipotesis que podrian explicar la actuacién de algunos de estas sustancias.

Muchas de las formas de accion de los inmunomoduladores estan basadas en la
dteracion que producen en la actividad de las cdulas inmunes, cambios en la expreson
genética, procesamiento ded RNA mensgero, transporte intracelular de proteinas, sintesis
proteica y la secrecion y expresion de proteinas en la superficie celular lo cud induce cambios
cdulares que pueden influir en @ inicio, consecucion y regulacion de la respuesta inmune
(Quinn, 1990; Pdl, 1995). En muchos casos, s ha observado que la accién de los
inmunomoduladores eta relacionada con d mecanismo y equilibrio dd  adenosina-mono-
fodao cidico (CAMP) y la guaninamono-fodfato ciclico (cGMP) (Kehrli y Thot, 1990;
Quinn, 1990). Se ha demostrado que & aumento de los niveles de CAMP inhibe la funcion
efectora de los linfocitos o que conlleva a una inmunosupresion, mientras que dtos niveles
de cGMP promueven un incremento de la actividad de los linfocitos maduros lo que se
traduce en unainmunoestimulacion (Mulcahy y Quinn, 1986; Quinn, 1990).
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b) Clasificacion

La dadficacion edricta de los inmunomoduladores de acuerdo a su actividad es dificil
porque en muchos de los casos no se conocen exactamente |os mecanismos de accidn, asi que
nos basaremos en las clasficaciones redizadas por Mulcahy y Quinn (1986), Quinn (1990) y
Reddy y Frey (1990), de acuerdo d origen de los compuestos utilizados como
inmunomoduladores (tabla 2).

Tabla 2. Clasficacion de inmunomoduladores segliin su origen

Origen microbiolégico Origen fisiolégico Origen quimico o sintético
LPS Citoquinas | soprinosines
Lipido A Hormonas timicas Polinucledtidos sintéicos
Muramil-dipéptido Hormonas neuroendocrinas Dihidroheptaprenol
Polisacaridos fungicos Glucocorticoides Avridine
Ciclogporina A Péptidos opiaceos Imutiol
Propionibacterium spp. Glucan
Candida spp. Levamisol
Klebsela spp. Tiabendazol
Mycobacterium spp. Derivados de &cido
Streptococcus spp. ascorbico
Staphylococcus spp.
Poxvirus

En medicina humana y veterinaria, exigen productos comercides indicados como
inmunomoduladores.  En  veterinaia s han utilizado, con buenos resultados, como
inmunoestimulantes 0 como tergpia complementaria a tratamiento de diversas enfermedades.
Se han usado productos basados en Propionibacterium acnes para producir la estimulacion de
los macréfagos, la activacion de linfocitos CD8, @ incremento de la fagocitosis en neutrdfilos
y monocitos y la produccion de citoquinas. Etos productos se han empleado en la resolucién
de paologias cronicas de pid en perros como demodicoss y pioderma, también se han

demodrado Utiles en d tratamiento de tumores mamarios caninos y en d complgo
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respiratorio equino (Becker et al., 1989; Cox, 1988; DeBoer et al., 1990; Evans et al., 1988;
Haminio et al., 1998; Van Kampen, 1997).

B Propionibacterium granulosum vy lipopolisacaido, solos o combinados, estan
presentes en productos comercides cuya accién sobre € sistema inmune ha sido parcidmente
estudiada (Alvarez et al., 1998, Gallego-Olivdla et al., 1998; Gonzdez et al., 1993; Ortiz et
al., 1996). Estos compuestos se han utilizado en & cerdo disminuyendo los efectos adversos
de la inmunodepresion causada por enfermedades viricas como la enfermedad de Aujeszky y
peste porcina clasica (Markowska-Danid et al., 1993a) 6 para reducir las lesiones, morbilidad
y mortalidad causada por la neumonia enzodtica porcina (Stipkovits et al., 1998). Otros
estudios apuntan su eficacia en la disenteria hemorrégica (Ferro et al., 1999b) y, en generd,
parecen producir una meoria en los parametros productivos y reproductivos (Erazo et al.,
2001, Ferro et al., 1999b; Markowska-Danid et al., 1993a).

Cepas de digintos Mycobacterium también se encuentran entre estos productos. Su
efecto es la activacion de macrdfagos, la produccion de citoquines y € incremento en la
actividad y nimero de linfocitos (Comack et al., 1991; Kleinschuster et al., 1981; Van
Kampen, 1997). Su administracion en bovinos afectados por mamitis ha contribuido a mejorar
e cuadro clinico (Blecha, 2001) y, asi mismo, producir una reduccion en la progresiéon de
caccinoma ocular en bovinos (Klenschuster et al., 1981). En equinos s ha utilizado como

terapia complementariaen € comple o respiratorio con buenos resultados (Blecha, 2001).

En leucemia fdina se ha utilizado un poxvirus lograndose incrementar la supervivencia
de los animaes afectados (Hatmann et al., 1999) AsS mismo exigen comercidmente otros
productos a base de Staphylococcus aureus, ciclosporing, derivados de levaduras, muramil-
dipéptido, etc., que, en generd, estimulan la funcionabilidad de las céulas que participan en
la respuesta inmune y la produccidn de citoquines (Blecha, 2001; Giadroni-Grass y Grass,
1985; Quinn, 1990; Van Kampen, 1997).

Entre las diversas sustancias y productos utilizados como inmunomoduladores estén

lipopolisacarido (LPS) y d Propionibacterium granulosum (Pg).



c) Lipopolisacarido

B LPS es un componente que se encuentran en mayor proporcion en la pared de
bacterias gram negativas, Sendo una de las mayores toxinas que poseen. El LPS induce en d
hospedador una serie de dteraciones y manifestaciones clinices como fiebre, vomito,
anorexia, <ofiolencia, letargia, diarea, decamiento generd, hipotensidn, coagulacion
intravascular diseminada, necrosis tisular, degradacion de proteina muscular, disminucidon del
rendimiento cardiaco, apoptoss, induccion de mediadores inflamatorios y shock endotdxico
(Adams et al., 1990, Klir et al., 1997; Norimatsu et al., 1995; Webd et al., 1997). El LPS esta
compuesto por dos partes, una cadena de oligosacaridos-polisac&ridos y € lipido A los cudes
son, estructurdmente, Smilar en todas las especies de bacterias gram negativas (Jacobs, 1982,
Mulcahy y Quinn, 1986; Sunwo et al., 1996).

Sn embargo, € LPS es un potente estimulante de Sstema inmunitario con diferentes
efectos hiolégicos e inmunoestimulantes. Su efecto inmunolégico depende, basicamente, de
lipido A, € cud esta condtituido por una estructura de monosacaridos y disac&ridos asi como
de é&cidos grasos (Alving, 1993). El LPS o d lipido A aplicados perenterdmente, degan
rgpidamente € torrente sanguineo y se acumulan en los macréfagos donde se unen a su
receptor, CD14. Seguidamente se produce la fodorilacion y activacion de determinada
proteina kinasa, asi como & aumento en los mecanismos de transduccion de sefid, 1o que
produce la estimulacion de las funciones de los macréfagos y la secrecion de citoquinas por
parte de éstos (Alving, 1993; Bata et al., 2001).

En muchos casos, d LPS puede inducir una respuesta inmune exacerbada que
contribuye a las lesones que se producen en d ambito loca en d stio de infeccion, como por
gemplo sucede en la infeccion por Actinobacillus pleuropneumoniae (Baarsch et al., 1995).
Sin embargo, a pesar de edto, existen LPS seguros y detoxificados que se utilizan como
edimulantes paa € esudio dd sSgema inmunitario y como inmunomoduladores (Hadden,
1993). En medicina humana se ha utilizado d lipido A como adyuvante para incrementar la
rejpuesta inmune frente a la toxina dd colera, Herpes simplex, virus de Epgsein Bar,
Plasmodium falciparumy Neisseria meningitidis (Alving, 1993; Vermaet al., 1992)
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Diversos autores han comprobado los efectos que € LPS produce sobre € sstema
inmunitario (Charley, 1986; Jacobs, 1982; Marshdl y Zielger, 1989; Mulcahy y Quinn, 1986;
Norimatsu et al., 1995; Pang et al., 1994; Singh et al., 2000; Zabaday Lipsky, 1982) (figura
8):

» Es un activador de neutrdfilos, cdlulas T y macréfagos, incrementando en estos Ultimos la
actividad citotoxica antitumora siendo considerado como un potente inmunomodulador.

= Actlacomo mitégeno directamente sobre las cdulas B, independiente de células T.

* Es un edimulante policond de las cdulas productoras de inmunoglobulina y actlia como
un adyuvante inespecifico

» Edimula la produccion y liberacion de IL-1a, IL-1b, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a,
factor edimulador de colonias granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y  molécula
intracdular de adheson-1 (ICAM-1) por pate de macrofegos, linfocitos, cdulas NK 'y
fibroblastos duodenales.

= Incrementalarespuestainmune de las placas de Peyer y d cGMP en los linfocitos.

= Activala cascada de reacciones de la respuesta de fase aguda.

= Utilizado de maneraintrauterina en vacas incrementa e contge de leucocitos.

Figura 8. Sitios de accion de LPS en d sstemainmune (Hadden, 1993)
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d) Propionibacterium granulosum

B género Propionibacterium esta conformado por bacterias corineformes gram
positivas (P. granulosum, P. acnes, P. avidum) que poseen entre si una homologia de 12% a
50%. Se encuentran en la pid, cavidad ord, tracto gadrointestind y urogenital, pudiendo
adgunas de dlas causar infecciones como acné y endocarditis (Cummins, 1989). Tienen una
particular composicion de la pared cdular, carbohidratos, peptidoglican, muramildipéptido y
lipidos, que los hace resigtentes a la degradacion intracdlular  (Dawes et al., 1974; Ko et al.,
1981; Quinn, 1990).

En & &mbito inmunoldgico, producen una serie de efectos sobre € sistema inmune entre
los cudes s encuentran (Hirt et al., 1978; Kirchner et al., 1977; Kirchner et al., 1978;
Okamura et al., 1982; Okamura et al., 1987; Roszkowski et al., 1990; Sugiyamay Epstein,
1978) (figura 9):

* Modula la respuesta cdular incrementando la activacion de macréfagos, la fagocitoss, las
propiedades adhesivas de los fagocitos, la agparicion de vacuolas en € citoplasma,
aumentando € nimero de fagocitos en bazo, pulmones, higado y nodulos linféticos.

= Incrementa la habilidad de los macréfagos para cooperar con los linfocitos T y B
mejorando @ procesamiento y presentacion de antigenos, incrementando la respuesta
humord tanto de manera dependiente como independiente de linfocitos T, aumentando
sgnificativamente los titulos de anticuerpos d ser utilizado como adyuvante.

» Incrementalaactividad de las cdulas NK.

= Produce un aumento en la producciéon de TNF e INF incrementando la resistencia
antiviricay antibacteriana

» Produce hiperplasialinfoide en timo y nodulos linféticos.

» |Incrementalaproliferacion einfiltracion de hitiocitos y céulas hematopoyéticas.

*  Produce estimulacion dd sstemareticulo endotelid.

» Posee actividad antitumoral reduciendo € crecimiento de tumores.
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Figura 9. Efecto de Propionibacterium (P) en € sstemainmune (Roszkowski et al., 1990).
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Edas bacterias se han utilizado en medicina humana y veterinaria como tratamiento
complementario en pacientes con cancer (Giaddroni-Grass y Grass, 1985; Quinn, 1990), para
incrementar la resstencia frente a enfermedades viricas y bacterianas (Blecha, 2001; Kirchner
et al., 1977; Kirchner et al., 1978; Markowska-Danid et al., 1993b; Quinn 1990) y para
producir incremento de la activacion de fagocitos y maduracion de granulocitos (Ko et al.,
1981; Markowska-Danid et al., 1992b; Quinn, 1990; Roszkowski et al., 1990).

€) Asociacion L PS-Propionibacterium

En diversos ensayos s ha edudiado la €fectividad de la combinacion de
lipopolisacarido y la bacteria Propionibacterium como inmunomodulador, sendo uno de los
efectos mas rdevantes d incremento significativo de los niveles de excrecion de INF-g en
ratones y humanos (Okamura et al., 1982; Okamura et al., 1987; Sugiyamay Epstein, 1978).
INMD es un inmunomodulador compuesto por LPS detoxificado de Escherichia coli (Master
CM29:145), obtenido por solubilizacion sdlectiva de componentes de la membrana, y cdulas

inactivadas de Propionibacterium granulosum.
En diversos ensayos, INMD ha demostrado gercer efectos sobre € sistema inmune. En

ensayos in vitro, utilizando cdulas mononucleares de sangre periférica de cerdos, INMD produjo

la transcripcion de RNA para IL-1 y TNF-a, expreséon de CD25 asi como la proliferacion de
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linfocitos a ser utilizado con dosis subdptimas de concavaina A (Alvarez et al., 1998). Asi
mismo en diversos experimentos redizedos in vivo, se ha observado su efecto sobre la respuesta
inmune humord. Utilizado en cerdas prefiadas, que fueron vacunadas contra d virus de la
enfermedad de Aujeszky 21 dias pre-parto se increment6é sgnificativamente la concentracion de
IgA frente d virus de la enfermedad de Aujeszky en calogro (Ortiz et al., 1996). Administrado
en cerdas gestantes, 96 horas previas d parto, redujo la mortalidad de lechones pre-destete en un
20%, incrementandose, asi mismo, la ganancia de peso y d indice de conversion. Por otra parte,
edas cerdas tratadas con INMD tuvieron una menor incidencia de metritis post-parto (Erazo et
al., 2001). Aplicado directamente en lechones sometidos d estrés de transporte, desde una granja
reproductora d sitio de engorde donde se redliz6 un posterior reagrupamiento, INMD redujo en

un 13,8% los niveles de cortisol en sangre en los animaes tratados (Ducha et al., 1996).

La aplicacion de este inmunomodulador frente a diferentes patologias porcinas ha
demostrado gercer un efecto postivo en @ control y resolucion de las mismas, mgorando los
parametros productivos. En lechones expuestos a Mycoplasma hyopneumoniae se ha observado
una reduccién de lesiones pulmonares incrementandose la ganancia de peso (Marca et al., 1996;
Stipkovits et al., 1998). En procesos entéricos causados por Escherichia coli y Brachyspira
hyodysenteriae, se observé que € uso de INMD produjo una reducciéon del nimero de cerdos
con diarrea asi como los que tuvieron que ser tratados parenteramente (Ferro et al., 1999a; Ferro
et al., 1999D).

Para aves de corrd exige comercidmente un compuesto inmunomodulador Smilar a
INMD (LPS detoxificado de Escherichia coli y cd8ulas inactivadas de Propionibacterium acnes),
gue utilizado en aves inmunosuprimidas con ciclofosfamida, fue cgpaz de incrementar la
respuesta humora primariay € crecimiento y peso de la bolsa de Fabricio (Sisquella, 2000). En
otro ensayo donde las aves fueron inoculadas con dd virus de la enfermedad de Marek, se
observd una supervivencia mayor de las aves tratadas con INMD, produciéndose asi mismo una

disminucion en € dafio histolégico en labolsa de Fabricio (Sisquella, 2000).
En ratones, también esta combinacion de LPS 'y Pg ha producido la activacion especifica de

linfocitos B (Gdlego-Olivela et al., 1998) y, administrado en ratones inmunosuprimidos, fue

cgpaz de inducir un incremento en la proliferacion de las cdulas B 1gA+ e IgM+ en los nédulos
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mesentéricos, asi como de linfocitos B IgA+ en la lamina propia de las vellosdades intestindes
(Gonzdez et al., 1993).
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II.HIPOTESS

INMD:

a)

b)

c)
d)

Producira la estimulacion de la expresidon/secrecion de citoquinas por parte de macrofagos
avedlaresy linfocitos.

Aumentara la capacidad fagocitica de neutréfilos asi como la presentacion de antigenos de
macréfagos.

Producirala activacion de linfocitos.

Incrementara la produccién de inmunoglobulinas por parte de linfocitos B.

1. OBJETIVOS

1. Gengrd

Determinar los mecanismos de accion y efecto dd compuesto inmunomodulador INMD

sobre d sstemainmunol égico dd cerdo.

2. Especificos

b)

d)

Determinar € efecto de INMD y/o sus componentes por separado sobre :

Las respuestas de produccion y/o expreséon de citoquinas en macrofagos aveolares y
linfocitos.

Laactivacion de lafagocitods en neutrdfilos polimorfonucl eares.

La activecion cdular en linfocitos T y B a través de la determinacion del receptor para IL-
2 (CD25) y la presentacion de antigeno por macréfagos (MHC-11).

Larespuesta humora y cdlular, in vivo, frente a un antigeno especifico.
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IV.ESTUDIOSIN VITRO

1. MATERIALESY METODOS

1.1. Expresién y produccion de citoguinas

Para la determinacion de la expreson de las citoquines IL-1, 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10 e
IL-12 == utiliz6 la técnica de RT-PCR semicuantitativa, mientras que la produccion de TNF-a
e INF-g se evaud mediante un ELISA de captura.

1.1.1. RT-PCR

a) Células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

Para este ensayo se utilizaron cuatro cerdos Landrace-York de dta sanidad (libres del
virus de la enfermedad de Aujeszky, sindrome respiratorio reproductivo porcino y
Micoplasma) gportados por d Inditut de Recerca y Tecnologia Agrodimentaries (IRTA,
Barcelona), a partir de los cudes se obtuvieron muestras de sangre colectadas en tubos con
heparina mediante puncion de la vena cava anterior o yugular. Todos los procedimientos a los
que se sometieron estos animaes fueron aprobados por la Comisén de Etica en
Experimentacion Animd y Humana (CEEAH) de la Universitat Autonoma de Barcelona.

Las PBMC se separaron de resto de tipos celulares por centrifugacion en gradiente de
densdad utilizando Histopaque 1.077 (Sigma). Para dlo, se rediz6 una dilucion (1:1) de la
sangre entera en solucion sdina equilibrada de Hanks (HBSS) (Sigma 5 ml @ 5 ml). A
continuacion se afedio Histopague 1.077 a un volumen igud que € utilizado de sangre entera
(5ml), formandose 2 fases, una que contenia la sangre diluida y otra donde se encontraba €l
Histopague. Tras una centrifugacion (500 xg, 30 minutos), se formaron cuatro fases (plasma,
PBMC, Histopagque y resto de facciones cdulares) de las cudes se tomo, por medio de una

pipeta pasteur estéril, lainterfase que contenia las células mononucleares (figura 10).
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Figura 10. Obtencion de PBMC por gradiente de densidad
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Seguidamente se redlizaron dos lavados de las PBMC con HBSS durante 10 minutos a
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200 xg para pogeriormente resuspenderlas en 5 ml de RPMI-1640 completo (ImM de
aminoécidos no esencides, ImM de piruvato sodico, 5mM de 2-mercaptoetanol, 50.000 Ul/I
de penicilina, 50 mg/l de edreptomicing, 50 mg/ml de gentamicina y 10% de suero fetd
bovino) (Life Technologies). Las cdulas se gustaron a una concentracion de 1x10° cdulagml
tras recuento en camara de neubauer, usando azul tripan para la evaduacion de la viabilidad.
Se aceptaron Unicamente aguellas suspensiones que presentaron una viabilidad igud o
superior a 95%. Pogteriormente se dispensd 1 ml de la suspensidon cdular en placas de 24
pocillos de fondo plano (Cogtar), estimuldndose con INMD (Smg/ml de LPS y 62,5ng/ml de
Pg), 5ng/ml de LPS de E. coli (Sigma), 10 ng/ml fitohemaglutinina (PHA)(Sgma), cepa
Juanola dd virus de la enfermedad de Aujeszky (VEA) a una multiplicidad de infeccion (MI)
de 0,1. Todos los cultivos se redizaron por triplicado y se incluyeron controles sin estimular.
Las incubaciones se redizaron en una estufa a 37°C en amoésfera hiumeda d 5% de CO;

durante 24 horas.
b) Macrdéfagos alveolares

Se redizd d sacrificio de los animales por medio de sobredosis de pentobarbital sodico,
extrayéndose inmediatamente los pulmones. Los meacréfagos dveolares se  obtuvieron
mediante lavados broncoaveolares utilizando HBSS a través de la tragquea, segin técnica
descrita por Williams (1978). La suspensién obtenida se centrifugd durante 15 minutos a 500

xg, redlizandose posteriormente dos lavados de las c8ulas con HBSS durante 5 minutos a 250
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Xg para proceder a la resuspensdon de las cdulas en 5 ml de RPMI-1640 completo.
Seguidamente, los macréfagos aveolares se gustaron a una concentracion de  1x10°
cdulasml digpensando 1 ml/pocillo de la suspenson ceular en placas de 24 pocillos. Las
cdulas se egimularon con INMD y LPS (a la misma concentracion que para los PBMC) o no
s edimularon. Los cultivos se incubaron a 37°C en amosfera himeda en 5% de COo,
redizandose los diferentes cultivos por triplicado. A los tiempos O (10 minutos pogteriores a
la colocacion del etimulo), 1 h, 4 h, 6 h'y 24 horas tras la estimulacion se procedio a la

recoleccion de los macréfagos y |os sobrenadantes del cultivo.

c) Extraccion de RNA

La extraccion dd RNA totd s redizd utilizandose Trizol (Life Technologies) vy
solventes organicos. Una vez recolectada la suspensién cdular de los cultivos de PBMC o
macréfagos dveolares, se redizé una centrifugacion a 500 xg durante 5 minutos separdndose
el sobrenadante, € cud se congeld a —80 °C, utilizandose las cdlulas para la extraccion de
RNA. Se afadio 1 ml de Trizol por cada millon de cdulas y se afladieron 200 m de
cloroformo y 5 ng/tubo de glucogeno. A continuacion se centrifugd durante 15 minutos entre
2-8 °C (< 12.000 g), tras lo que se formaron dos fases, una inferior que contenia @ Trizal y
otra fase superficid acuosa que contenia @ RNA. Eda fase acuosa s trandfirid a un nuevo
tubo, a cuad se agregaron 500 m de acohol isopropilico con € objetivo de precipitar € RNA.
A continuacion se incubd la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente para
inmediatamente centrifugarla durante 10 minutos entre 2-8 °C (< 12.000 g), forméndose, en €
fondo dd tubo, un depbésito de RNA. Inmediaamente se retir0 d sobrenadante
cuidadosamente y se agregd etanol d 75% centrifugandose durante 5 minutos entre 2-8 °C
(<7.500 xg). Este depdsito se dgo secar a are y se resuspendio en 20 m de agua libre de
RNAsas y DNAsas (Sigmd). Cuando las muestras de RNA no se utilizaron inmediatamente,
se congelaron a—80°C.



d) Transcripcion inversa (RT)

Tanto la transcripcion inversa como la reaccion en cadena de la polimerasa, se
redizaron basadas en protocolos descritos anteriormente (Beverly et al., 1993; Lagoo-
Deenadaylan et al., 1993; Zhou et al., 1994).

Paralatranscripcion inversa se utilizo la sugpenson de RNA obtenida de las PBMC 6
macréfagos aveolares, que, inicidmente, se incubd en bafio de maria a 70°C durante 10
minutos, refrigerandose inmediatamente. De la suspenson de RNA, se afladieron 3 ml a una
mezda (mezda-RT) que contenia 1X tampdn para PCR, 5 mM MgCl,, ImM dNTPs, 10 U de
inhibidor de RNAsa, 25 nmM hexadmeros deatorios (todos de Perkin-Elmer) y 50 U de
trancriptasa inversa (Life Techonologies) para un volumen find de 20 ni. Posteriormente, se
reizd la incubacion de la mezdaRT durante 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cud
se incubaron los tubos en € termociclador durante 15 minutos a 42 °C y 5 minutos a 99 °C
para detener la reaccion e inactivar € enzima. Tras refrigerarse a 4°C, € cDNA resultante se
diluyd en 30 M de agua libre de RNAsas y DNAsas congelandose a —80°C cuando no se
utilizd inmediatamente.

€) Reaccion en cadena dela polimerasa (PCR)

B disefio de los "primers' utilizados (tabla 3), se rediz0 a partir de las secuencias
correspondientes  disponibles en GenBank, utilizando para €élo €& programa Primer 05
(Napiwotzki et al., 1995), excepto paa € enzima gliceradehido-3-fosfato deshidrogenasa
(G3PDH), que s tomd de una referencia publicada (Rottman et al., 1996). El enzima G3PDH
paticipa en la glucdliss y eta presente en todes las clulas de forma congante
independientemente del estado de activacion cdular (Rottman et al., 1996). Por este motivo
s utilizd como control postivo en la determinacion de la expresidén de las citoquines
mediante PCR.

Para redizar |la prueba de PCR, se mezclaron 5 mi dd cDNA diluido con 1X tampon
para PCR, 2 mM MgCl,, 0,5 mM dNTPs, 25 U de DNA-polimerasa (Tag Gold) (todos de
Perkin-Elmer) y 05 M dd “primer” a utilizar (1 mM para IL-4) para un volumen find de
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50 m (mezdaPCR). Se colocd la mezclaPCR en € termociclador 12 minutos a 95 °C, 4
minutos a 94 °C y 35 ciclos de 94 °C 30 segundos, 55 °C 30 segundos, excepto para IL -4
(anillado a 48°C) y 72 °C 30 segundos, con una extenson find de 10 minutos a 72 °C. En
experimentos anteriores se habia redlizado la determinacion del ndmero de ciclos necesarios
para obtener la maxima expresdn de las citoquinas Sn llegar a la saturacion, utilizando para
ello 25, 30, 35 y 40 ciclos. Observamos que € nimero de ciclos ided era de 35 ya que por
debgo de esto, S bien se obtenia la banda determinada, la intensidad de la misma era bga,

mientras que a 40 ciclos lareaccion se encontraba saturada.

Tabla 3. "Primers" utilizadospara. IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 y G3PDH.

Tamafio
Citoquina Primers producto (bp)
IL-1 sentido 5-AGTTTAAATCAGTTCATCAC-3 271
antisentido  5'-ATCATTTGATGTATAAGCAG-3
IL-2 sentido 5-AACGGTGCACCTACTTCAAGCTCTAC-3 407
antisentido  5-GTCAGTGTTGAGTAGATGCTTTGAC-3
IL-4 sentido 5-TCAACACTTTGAGTATTTC-3 329
antisentido  5'-CAGAAGTGCGACATCAC-3
IL-6  sentido 5-GCTGCTTCTGGTGATGGCTACTGCC-3' 318
antisentido  5'-TGAAACTCCACAAGACCGTGTGTGA-3
IL-10  sentido 5-TTTACCTGGAAGACGTAATG-3 331
antisentido 5 -TAGAGTTTAGTAGAGTCGTC-3
IL-12  sentido 5-CATCAAACCAGACCCTCCCAAG-3 329
antisentido  5'-CCACTTTTCCTCCATGGTTTTG-3
G3PDH  sentido 5-CCTTCATTGACCTCCACTACAT-3 400

antisentido  5'-CCGAAGTTGTCATGGATGACC-3

IL: Interleuquina, G3PDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, bp: Pares de base.

En las cdulas mononucleares de sangre periférica, se estudiaron los perfiles de citoquinas
(IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12) tras 24 horas de incubacion. Este tiempo se basd en
estudios anteriores redizados por nuestro grupo en los que se determinaron las cinéticas de

expresion de estas citoquinas en las PBMC (E. Mateu, datos sin publicar). La cinética de
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expreson de citoquinas para los macréfagos dveolares (IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12) se determinG
en los diferentes tiempos de recoleccion. La evauacion de los productos de PCR s redizé
basados en la clasificacion semi-cuantitativa descrita por Lagoo-Deenadaydan et al. (1993), de
acuerdo a la intensdad de las bandas observadas comparadas con la enzima G3PDH (1. banda
escasamente vishle, 22 banda medianamente visble, 3. banda dtamente visble, 4: méxima
vishilidad de banda).

112 ELI

A partir de los sobrenadantes de los cultivos de los macréfagos dveolares y PBMC, se
determinaron los niveles de producciéon de TNF-a e INF-g, utilizando para cada una un ELISA
de captura comercid (Pig ELISA TNF-a, Pig ELISA INF-g; ENDOGEN). Una vez obtenidos
los sobrenadantes de los cultivos de macrofagos dveolares y PBMC, se afiadieron 50 ni de
cada uno de dlos en pocillos de la placa de ELISA tapizados con € anticuerpo monoclona
contra la citoquina a evauar (TNF-a O INF-g). Luego de una incubacion de 1 hora a
temperatura ambiente (20-25 °C) y tres lavados posteriores, se procedio a la colocacion de un
segundo anticuerpo biotinilado (100 m/pocillo). Tras una incubacion de 1 hora a temperatura
ambiente, se afladid 100 ni/pocillo del conjugado (estreptavidina-peroxidasa) incubandose
durante 30 minutos a temperatura ambiente, para findmente colocar € subgtrato y redizarse la
lectura de las absorbancias en € lector de ELISA (Labsystems Multiskan RC). Con la lecturas
obtenidas se redizd una curva para determinar los niveles (picogramos) de produccién de
citoquina en base a la dilucion de controles ("standard diluent”) del ELISA, diluidos en una
serie 1:2,5 para TNF-a (1.500 pg/ml, 600 pg/ml, 240 pg/ml, 96 pg/ml, 38,4 pg/ml y O pg/ml)
0 una serie 1:2 para INF-g (500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62 pg/ml, 31 pg/ml, 16 pg/ml, 8
pg/ml y O pg/ml)
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1.2. Fagocitosis

1.2.1. Neutrofilos polimorfonucleares

Se utilizaron cuatro cerdos Landrace-York de dta sanidad cedidos por € IRTA. Para
obtener los PMN se tomaron muestras de sangre por puncion de la vena cava anterior o yugular
en tubos con heparina Todos los procedimientos a los que fueron sometidos los animaes
fueron aprobados por € CEEAH.

Una vez obtenida la sangre, se separaron los neutréfilos PMN del resto de tipos celulares
Segln procedimientos descritos (Cruijsen et al., 1992; Goldner et al., 1983). Inicidmente se
procedio a la dilucion de las muestras de sangre, 1.1, en medio HBSS (5 ml: 5ml).
Inmediatamente se afladieron 0,3 ml de una solucion de dextrano, (PM 70.000) a 6% en PBS,
por cada mililitro de la sangre diluida y se incub6 durante 1 hora a 37 °C. Se formaron dos
fases, de las cudes s tomb @ sobrenadante que era rico en leucocitos sanguinecs.
Seguidamente se rediz6 una centrifugacion a 180 xg durante 10 minutos resuspendiéndose €
depdsito obtenido en solucion sdina tamponada (PBS: 0,123 M NaCl; 0,01 M NagHPOy;
0,0032 M KH2POQOy4; pH 7,2) diminando los eritrocitos mediante liss con cloruro de amonio
(0,155M). Se procedié a la centrifugacion, dos veces, de la suspenson celular durante 5
minutos a 120 xg, descartando € sobrenadante y resuspendiendo € depdsito en 5 ml de RPMI-
1640 completo sin antibidticos. La suspension se gusté a una concentracion de 1x10’
cdulagml determindndose la viabilidad celular con azul tripan (3 95% en todos los casos). La
suspenson cdular se digpensd en placas de 48 pocillos (1 ml/pocillo) estimuldndose con
INMD (5 m/ml de LPSy 62,5 ng/ml de Pg), 5 mi/ml de LPS de INMD, 62,5 ng/ml de Pg de
INMD y manteniéndose sin estimular. Los cultivos se incubaron a 37 °C en amésfera himeda
en 5% de CO;, redizéndose su recoleccidn a las 18-20 horas posteriores a la colocacion de los
esimulos.

1.2.2. Suspension bacteriana

Para la evauacion de la capacidad fagocitica, se utilizd una cepa de Streptococcus suis
tipo-11 procedente de pulmon de cerdo aidada en d Laboratori Veterinari de Diagnogtic de
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Malaies Infeccioses de la Universitat Autonoma de Barcdlona. La bacteria se recuperé del
banco de cepas (-80 °C) y se colocd en caldo BHI (caldo cerebro-corazdn) incubandose a 37 °C
durante toda la noche. A partir del cado, se prepard una suspenson bacteriana a una

concentracion finad de 10° UFC/ml la cud se determing por dilucion y contgje en placas de

agar.
1.2.3. Marcaje y opsonizacion de la bacteria.

B marcge de la bacteria utilizada se redizd basdndonos en protocolos descritos
anteriormente (Fernandez-Botran y Vetvicka, 2000). La suspenson bacteriana se centrifugd a
12,000 xg durante 10 minutos para su posterior resuspenson en 1 ml de solucion de
isotiocianato de fluoresceina (FITC: 0,1 mg/ml en 0,1 M NaHCOs), incubandose a temperatura
ambiente en agitacion (£ 100 rpm) durante 60 minutos. Transcurrido ese tiempo, la bacteria
marcada con FITC se lavo tres veces en PBS a 400 xg durante cinco minutos resuspendiéndose
seguidamente en 1 ml de RPMI-1640 completo sin antibidtico. Inmediatamente se procedio a
su inactivacion a 60 °C por una hora en bafio de maria. Para la confirmacion de la correcta
tincon fluorescente, se redizo la observacion de la sugpension bacteriana en @ microscopio de
fluorescencia. La opsonizacién de Streptococcus suis, se redizoé incubandose durante 30

minutos a 37 °C con suero porcino ad 10%.

1.2.4. Fagocitosis

El procedimiento utilizado se basd en métodos descritos (Busgue et al., 1998; Fernandez-
Botran y Vetvicka, 2000; Goldner et al., 1983). En primer lugar se procedié a la recoleccion de
los neutréfilos  polimorfonucleares para centrifugarlos a 500 xg durante 5 minutos
resuspendiéndolos en 200 ni de PBS. Seguidamente se colocd en cada uno de los tubos donde
correspondia, 10 m de la suspenson bacteriana a una relacion de 10 bacterias por neutrdfilo
polimorfonuclear (10:1) incubandose en agitacion a 37 °C durante 45 minutos. Una vez
transcurrido este tiempo, la fagocitoss se detuvo adicionando PBS frio (4 °C) a las muestras,
colocandolas en hido. Inmediatamente se redizaron tres lavados a 500 xg durante 5 minutos
para eliminar las bacterias no fagocitadas, sendo findmente resuspendidas las cdulas en PBS
“flow" (PBS, 10% de suero fetal bovino y 0,01% de azida sodica). Para poder discriminar entre
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las bacterias que se encontraban en la superficie cdular o intracelular, asi como determinar la
viabilided cdular, se utilizd bromuro de etidio (50 ng/ml). La determinacion de la fagocitosis de
las bacterias marcadas por parte de los PMN, se redlizd utilizando como técnica la citometria de
flujo (Coulter Epic XL-MCL).

B indice de fagocitoss se determind mediante la sguiente formula, modificada, de
Reinard et al. (2000):

i ndice de fagocitosis = Porcentaje de células fluorescentes x logaritmo de la media del

canal de fluorescencia.

Donde:
Porcentge de cdulas fluorescentes: Porcentgje de macr6fagos que presentan fluorescencia

Logaritmo de lamediadd cand de fluorescencia: Indicador del nimero de bacterias/células.

1.3. Analiss MHC-II

Se utilizaron macréfagos dveolares cedidos por & IRTA obtenidos de cerdos Landrace-
York de ata sanidad. Las cdulas se gustaron a una concentracion de 1x10° cdulasiml
dispenséndose 1 ml/pocillo de la suspenson ceular en placas de 48 pocillos. Los cultivos se
redizaron por triplicado y fueron estimulados con 5 ng/ml de LPS de INMD, 62,5 ng/ml de Pg
de INMD, cepa Juanola de VEA (0,1 MI), 10 ng/ ml de Interferon recombinante porcino
(rINF-g-Po; Endogen), INMD (5 ng/ml de LPSy 62,5 ng/ml de Pg), combinaciones de VEA

con LPS, Pg e INMD alas mismas concentraciones anteriores y células sn esimular (tabla 4).

Los cultivos se incubaron a 37 °C en amosfera himeda en 5% de CO; durante 18-20
horas, tras las cuaes se procedié a la toma de las células y los sobrenadantes. Tras dlo, las
cdulas s lavaron y centrifugaron tres veces a 500 xg durante 5 minutos. Seguidamente las
céulas s incubaron en 50 m (dilucion 1:10) del anticuerpo monoclond de raton (IgG1) anti-
MHC-I1I porcino (clon K274.3G, Labgen) o en PBS-"flow", durante 30 minutos a4 °C. Trastres
lavados con PBS-"flow", se resuspendieron en 50 m (dilucion 1:10) del anticuerpo policlona de
cabra F(ab'), anti-IgG1 de ratdn conjugado con FITC (Southern-Biotechnology Associates), 0
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en PBS-“flow”, y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C. Transcurrido este tiempo, se
redizaron nuevamente tres lavados resuspendiéndose € deposito en PBS-"flow" con 0,5% de
formol para redizar inmedigtamente su andiss por citometria de flujo. La infeccion de las

células con € VEA se comprobd mediante la técnica de inmunofluorescencia directa.

Tabla 4. Gruposy estimulos de los macrofagos aveolares

Grupo Estimulo
Control RPMI-1640 completo (sin tincion pogterior)
Control MHC-1I RPMI-1640 completo (Sn estimular)
LPS Lipopolisacarido
Pg Propionibacterium granulosum
INMD Inmunomodulador (Lipopolisacérido + P. granulosum)
Control VEA Virus de laenfermedad de Aujeszky
VEA-LPS Virus de la enfermedad de Aujeszky + Lipopolisacarido
VEA-Pg Virus de laenfermedad de Aujeszky + P. granulosum
VEA-INMD Virus de la enfermedad de Aujeszky + Inmunomodulador
Control INF-g | nterferdn-gamma porcino recombinante.

Laexpresion de MHC-11 se determind mediante laratio:

i ndice de expresion MHC-I1: muestra problema - control negativo X 100
control positivo - control negativo

Donde:
Muestra problema: macréfagos aveolares estimulados (% de cdulas fluorescentes x logaritmo

delamediadd cand de fluorescencia).
Control negativo: macréfagos aveolares sn esimular (% de cdulas fluorescentes x logaritmo
delamediaded cand de fluorescencia).
Control positivo: macrofagos dveolares estimulados con INF-g (% de cdlulas fluorescentes x

logaritmo de lamedia dd cand de fluorescencia).

61



1.4. Analisis CD25

Se utilizaron PBMC obtenidas por gradiente de densidad a partir muestras de sangre de
cuatro cerdos de dta sanidad, ta como se describié anteriormente. Por razones de mango se
redliz una vacunacion de los animales frente VEA (10" TCIDso, cepa NIA-4, Kivac®, Fort
Dodge). La primera extraccion de sangre se redizé una semana antes de la vacunacion (90 dias
de vida) y la segunda a los sgis dias de la misma (113 dias de vida). Las cdulas se gustaron a
una concentracion de 1x10° céulasml, dispensandose, por triplicado, 1 mi/pocillo de la
suspension en placas de 48 pocillos. Las cdulas se etimularon con INMD (5 ng/ml de LPS'y
62,5 ng/ml de Pg), 5 ng/ml de LPS de INMD, 62,5 ng/ml de Pg de INMD, 10 ny/ ml de PHA,
cepa Juanola del VEA (0,1 MI), las combinaciones de VEA con LPS, Pg o INMD a las mismas

concentraciones descritas anteriormente y sSn estimular (tabla’5).

Tabla 5. Gruposy estimulos de los PBMC.

Grupo Estimulo
Control RPMI-1640 completo (sin tincion pogterior)
Control CD25 RPMI-1640 completo (Sn estimular)
LPS Lipopolisacarido
Pg Propionibacterium granulosum
INMD Inmunomodulador (Lipopolisacarido + P. granulosum)
PHA Ftohemaglutinina
Control VEA Virus de la enfermedad de Aujeszky
VEA-LPS Virus de la enfermedad de Aujeszky + Lipopolisacarido
VEA-Pg Virus de laenfermedad de Aujeszky + P. granulosum
VEA-INMD Virus de laenfermedad de Aujeszky + Inmunomodulador

Los cultivos celulares se incubaron a 37 °C en atmosfera hiimeda con 5% de CO, durante
24 horas. Tras este tiempo, se procedio a la recoleccion de los sobrenadantes y las cdulas. Tras
la obtencion de las cdlulas por centrifugacion (500 xg. durante 5 minutos), se incubaron a 4 °C
durante 30 minutos con 50 m (dilucion 1:10) del anticuerpo monoclond de raton (1gG1) anti-
CD25 porcino (clon 231.3B2, Serotec) o PBS-“flow”. Tras la incubacién, se lavaron 3 veces
con PBS-“flow”, y se incubaron con 50 m (dilucion 1:10) de un anticuerpo de cabra F(ab'), anti-
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IgG1l de ratdn conjugado con ficoeritrina, 0 PBS-“flow”, durante 30 minutos a 4 °C.
Posteriormente se redlizaron tres lavados y las muestras se fijaron con PBS-“flow” y 0,5% de
formadehido. El andiss de las muestras se llevo a cabo en d citometro de flujo. La infeccion

delas cdulas con VEA se comprobd mediante la téenica de inmunofluorescencia directa.

La expresion de CD25 para cada estimulo se andizd como € porcentge de células que
expresaron esta molécula por encima del valor basa, € cud se determind en € grupo control
CD25. As migmo, s utilizd € indice de expresdn, caculado mediante la ratio para la

comparacion entre INMD y sus componentes:

i ndice de expresion CD25: muestra problema - control negativo X 100
control positivo - control negativo

Donde:

Muestra problema: PBMC estimulados (% de céulas fluorescentes x logaritmo de la media del
cand de fluorescencia).

Control negativo: PBMC sn esimular (% de cdulas fluorescentes x logaritmo de la media del
canal de fluorescencia)

Control postivo: PMBC estimulados con PHA (% de células fluorescentes x logaritmo de la

mediadd cand de fluorescencia).

Previamente, se determind d tiempo (horas) donde se producia la méxima expreson de
CD25 en los PBMC. Las cdulas s edimularon con PHA (10 ng/ ml) y se andizaron por
citometria de flujo utilizandose los anticuerpos, diluciones, incubaciones y lavados descritos
anteriormente. La recoleccion de las cdulas y sobrenadantes se redizé alas 6, 12, 24, 48y 72
horas pogteriores a la estimulacion con PHA, determindndose que la expreson de CD25 era
méxima en las cdulas que habian sdo estimuladas como minimo durante 24 horas. Asi mismo,

<e redizaron ensayos a fin de verificar la epecificidad de cada uno de los anticuerpos utilizados
para determinar la expresion de CD25 y MHC-I1, utilizando anticuerpos irrdl evantes.
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2. RESULTADOS

2.1. Expresion vy produccion de citoquinas

2.1.1. Células mononucleares de sangre periférica

Las PBMC estimuladas con INMD, LPS, PHA y VEA expresaron IL-1, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10 e IL-12 alas 24 horas tras la estimulacion (figura 11). Los niveles de INF-g detectados
fueron superiores en las cdlulas estimuladas con INMD (58,14 + 35,39 pg/ml) que en las cdulas
esimuladas con LPS (5,78 £ 2,54 pg/ml). Las cdulas estimuladas con PHA (> 400 pg/ml) vy
VEA (> 500 pg/ml) fueron las que produjeron lamayor produccién de INF-g (figura 12).

Figura 11. I1L-10, IL-4 e IL-1 expresadas por PBMC estimuladas con INMD y sin estimular.
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Figura 12. Niveles de produccion de INF-g en sobrenadantes de cultivos de PBMC
determinados por ELISA cuantitativo.
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LPS: lipopolisacarido.

INMD: inmunomodul ador.

PHA: fitohemaglutinina

VEA: virus de laenfermedad de Aujeszky.

2.1.2. Macro6fagos alveolares

B paron de expreson y produccion de citoquines fue smilar en los macrdfagos
aveolares edimulados con INMD y con LPS, aunque los nivees de expresdn fueron
menores en las cdulas estimuladas con INMD (figuras 13 y 14). En ambos casos se indujo la
expresion de IL-1, IL-6 e IL-12, no observandose la expresion de I1L-10 dentro de las 24 horas
post-estimulacion (figura 15). Con INMD, la expresidon de IL-1, se observo desde e momento
de la colocacidon dd estimulo, posiblemente inducido por d mango de las cdulas. Esto también
se observé en d grupo control (datos no presentados). La IL-6 fue detectada Unicamente a las 4
horas y la IL-12 tuvo una cinética de expreson smilar alade lalL-1. En cuanto a TNF-a, los
patrones de produccion fueron smilares para LPS e INMD, s bien, d igua que en las otras
citoquinas, se observd que fueron inferiores con INMD. La méxima produccion observaeda de
edta citoquina fue a las 6 horas, sendo précticamente indetectable a las 24 horas. El grupo

control presentd bajos niveles de produccion las primeras 2 horas (figura 16).
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Figura 13. Cinética de expreson de IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12 en macréfagos aveolares
estimulados con INMD comparadas con la enzima G3PDH.
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Figura 14. Cinética de expreson de IL-1, I1L-6, IL-10 e IL-12 en macréfagos aveolares
estimulados con LPS de E. coli comparadas con la enzima G3PDH.
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Figura 15. IL-12 e IL-4 expresadas por macréfagos aveolares estimulados con INMD y dn

esimular.
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Figura 16. Cinética de produccion de TNF-a en sobrenadantes de cultivos celulares de

macréfagos aveolares determinado por ELISA cuantitativo.
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2.2. Fagocitosis

Se observé un indice de fagocitosis Significativamente superior en las cdulas esimuladas
con Pg e INMD (p<0,05), con relacion a los PMN estimulados con LPS o sn estimular, entre
las cudes no hubo diferencia significativa (p>0,05) (figura 17). Comparado con los PMN sin
edimular que fagocitaron, se obsarvé que € incremento se debia d mayor nimero de
neutréfilos que fagocitaron (figuras 18 y 19). Asi mismo, se observo una dta correlacion entre
e incremento dd indice de fagocitosis por parte de las cdulas etimuladas con INMD vy los
PMN estimulados con Pg (r = 0,97), lo que indica que este efecto es debido, bésicamente, a
edta bacteria (figura 20).

Figura 17. indice de fagocitosis de los PMN
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C: Células polimorfonuclearessin S. suis.

B: Células polimorfonuclearescon S. suis.

LPS: Células polimorfonucleares con S. suisy lipopolisacarido de INMD.

Pg: Células polimorfonucleares con S. suisy Propionibacterium granulosum de INMD.
INMD: Células polimorfonuclearescon S. suise INMD.

* p<0,05.
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Figura 18. Comparacion de lafagocitoss entre los PMN estimulados con INMD y control.
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PMN-control: neutréfilos polimorfonucleares sin estimulo y sin bacterias; PMN-INMD-Bact: neutrofilos

polimorfonucleares con el inmunomodulador y bacterias.

Figura 19. Comparacion de fagocitoss de PMN sin estimular y estimulados con INMD.
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Figura 20. Comparacion entre los PMN estimulados con INMD y estimulados con Pg.
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PMN-Pg:-Bact: neutréfilos polimorfonucl eares estimulados con Propionibacterium granulosumy bacterias; PMN-

INMD-Bact: neutréfilos polimorfonucleres con el inmunomodul ador y bacterias.

2.3. AndlissMHC-I1

En los macrdéfagos aveolares, d maximo indice de expreson de MHC- 11 se observo en las
cdulas etimuladas con INF-g. Entre las cdlulas estimulados con INMD y sus componentes, se
indujo la mayor expreson de MHC-II cuando se utilizd INMD (52,02% + 1,12),
sgnificativamente superior que cudquiera de sus componentes por separado (39,97% =+ 1,36
para LPS, 44,27% + 1,44 para Pg) (p<0,05). Sin embargo, cuando se utilizaron macréfagos
infectados con VEA & mayor indice de expresén de MHC-11 se observé entre las células que
fueron estimulados con d lipopolisacaido (8889% + 1,03) y VEA (76,98 £ 1,06) (p<0,01)
(figuras 21, 22y 23).
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Figura 21. Comparacion de la expresén de MHC-11 macréfagos aveolares estimulados con

INMDy snedimular.
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Control: macréfagos alveolares sin estimular; MA-INMD: macréfagos al veolares estimulados con INMD.

Figura 22. Comparacion de la expresion de MHC-I1 en macréfagos aveolares estimulados con

LPS einfectados con VEA y Sn estimular.

D'::l -
=5

MA-VEA-LE:

}
Control 215
i, :

L L L
—— e e e e = s e e e ==

LI
-.r'l.|'

[ : E et ’ .
10° 10! 104 10° 10*
FL1LOG

Control: macréfagos alveolares sin estimular; MA-VEA-LPS: macrofagos alveolares infectados con el virusdela

enfermedad de Aujeszky y estimulados con LPS.
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Figura 23. indice de expresion de MHC-11 en macréfagos alveolares,
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C: control; rINF-Po: gammainterferdn; LPS: lipopolisacarido de INMD; Pg: Propionibacterium granulosum de
INMD; INMD: Inmunomodulador; VEA: virus de la enfermedad de Aujeszky; VEALPS: virus de la enfermedad
de Aujeszky vy lipopolisacarido de INMD; VEAPg: virus de la enfermedad de Aujeszky y Propionibacterium
granulosum de INMD; VEAINMD: virus de la enfermedad de Aujeszky e INMD.

2.4. Andlisis CD25

En los experimentos redizados, todos los estimulos indujeron la expresion de CD25,
observandose la méxima expreson entre las células estimuladas con PHA (60,8% * 4,35 en
PBMC de animaes no vacunados y 64,54% + 3,28 en animaes vacunados) (figura 25). Al
andizar @ efecto de INMD y sus componentes, € maximo porcentgje de expreson se obtuvo
con INMD (figura 24), tanto en las PBMC procedentes de animales sin vacunar (7,98% + 3,1)
(p<0,05) como de los vacunados, aunque en estos Ultimos fue superior (29,8% + 5,4) (p<0,01)
(figura 26). El mismo resultado se obtuvo con INMD entre las cdulas estimuladas e infectadas
con VEA (7,26% + 3,06 en animaes no vacunados y 31,628% + 4,53 en animaes vacunados)
(figura 27).

Comparando los indices de expresion, INMD, fue superior que sus componentes por

separado en todos los casos (p<0,05). Llama la atencién que no se observé un incremento
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marcado entre las cdulas infectadas con VEA asi como en la combinaciéon dd virus con INMD

(figura 28) y sus componentes.

Figura 24. Porcentgie de expresién de CD25 en las PBMC de los animaes antes y después de

la vacunacion contra VEA.
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Sin Vac: animales sin vacunar contra VEA; Vac: Animales vacunados contra VEA; Control: sin estimular; LPS:
Lipopolisacarido de INMD; Pg: Propionibacterium granulosum de INMD; INMD: Inmunomodulador; VEA:
virus de la enfermedad de Aujeszky; VEALPS: virus de la enfermedad de Aujeszky y lipopolisacarido del
INMD; VEAPg: virus de la enfermedad de Aujeszky y Propionibacterium granulosum de INMD; VEAINMD:
virus de la enfermedad de Aujeszky e INMD.
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Figura 25. Comparacion de la expreson de CD25 entre PBMC estimuladas con PHA y sin
edimular.
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Figura 26. Comparacion de la expreson de CD25 entre PBMC edtimuladas con INMD y sin
edimular.
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Figura 27. Comparacion de la expresion
edimuladascon INMD y sn esimular.
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Figura 28 Comparacion de la expreson de CD25 entre PBMC infectadas con VEA

estimuladas con INMD y estimuladas con INMD.
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