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V. ESTUDIOS IN VIVO 

 

1. MATERIALES Y MÉTODOS 

  

1.1. Estudio A  

 

a)   Animales, grupos y tratamientos  

   

         Para evaluar la eficacia de INMD sobre la respuesta humoral y linfoproliferativa al ser 

utilizado como coadyuvante de la vacuna contra VEA, se utilizaron 85 cerdos convencionales 

de 8-10 semanas de edad seleccionados en una granja covencional de ciclo cerrado de 300 

madres. Históricamente, la mayoría de los animales de esta granja eran seropositivos a VEA 

(gE), PRRS y Mycoplasma hyopneumoniae al final del engorde. Los animales se dividieron 

aleatoriamente en dos grupos (A y B) y se crotalaron para su identificación individual. Ambos 

grupos estuvieron situados en la misma sección de una nave, se les ofrecía agua y alimentos ad 

libitum y se sometieron por igual a la rutina de manejo de la explotación. Los procedimientos 

utilizados en los animales fueron aprobados por el CEEAH. 

 

         Los cerdos del grupo A (N = 43) y del grupo B (N = 42) recibieron una dosis 

intramuscular, en la tabla del cuello, de 105,5 TCID50 de vacuna viva atenuada, gE negativa, 

contra la enfermedad de Aujeszky (Kultibiol®Aujeszky, Laboratorios Calier). Los animales del 

grupo B recibieron simultáneamente en la tabla del cuello, pero en otro sitio diferente, una dosis 

de INMD correspondiente a 20 µg/ml de LPS y 250 µg/ml de P. granulosum (1,2 µg/kg de peso 

vivo de LPS y 16 µg/kg de peso vivo de Pg). A los animales del grupo A se les administró 2 ml 

de solución salina estéril (SSE) como placebo. Todos los cerdos se revacunaron cuatro semanas 

mas tarde, pero en esta ocasión no se administró dosis alguna de INMD (tabla 6).  
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Tabla 6.  Tratamiento de los grupos A y B. 

Grupo Nro. cerdos Primera dosis Segunda dosis 

A 43 vacuna viva VEA (IM) 

+ INMD (IM) 

vacuna viva VEA (IM) 

B 42 vacuna viva VEA (IM) vacuna viva VEA (IM) 

VEA: virus de la enfermedad de Aujeszky, INMD: inmunomodulador, IM: intramuscular. 

 

         Previamente a este ensayo, se determinó el título de la vacuna contra la enfermedad de 

Aujeszky utilizada (105,5 TCDI50), mediante una técnica de seroneutralización como la que se 

describirá posteriormente (Toma y Shibley, 1992). 

 

b)   Análisis inmunológicos 

 

b.1)   ELISA para glicoproteína E (gE) y glicoproteína B (gB) del virus de la enfermedad 

de Aujeszky. 

 

         Se realizaron tres tomas de muestras de sangre a los animales: inmediatamente antes de 

la primera vacunación, antes de la revacunación y cinco semanas posteriormente a ella. Los 

sueros se analizaron para determinar la presencia de anticuerpos frente a gE y gB del virus de 

la enfermedad de Aujeszky, utilizando para ello un ELISA comercial, de bloqueo, según 

procedimiento descrito por el fabricante (Svanova Biotech).  

 

b.2)   ELISA  para inmunoglobulinas. 

 

         Para la semicuantificación de los isotipos IgG1 e IgG2 totales así como IgG1, IgG2 e 

IgA específicas frente VEA, se desarrollaron diferentes ELISAs. Previamente se analizaron 

diferentes anticuerpos comerciales para ser utilizados como anticuerpos de captura, de 

detección o como conjugado, a diversas diluciones y combinaciones. Para ello se utilizó IgG 

porcina (Sigma, Ref. I-4381) a diluciones seriadas (1:2) con una concentración inicial de 10 

µg/ml hasta 0,019 µg/ml, determinándose al mismo tiempo la sensibilidad de la técnica. 
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         Para la realización del ELISA de captura de las inmunoglobulinas totales (IgG1 e IgG2) 

se realizó el tapizado de placas de 96 pocillos (Costar) con un anticuerpo policlonal de cabra 

(IgG1) anti-IgG de porcino (Southern Biotechology) a una concentración de 1 µg/ml en 

tampón carbonato-bicarbonato (pH 9,6) incubándose toda la noche a 4ºC. Todas las 

incubaciones siguientes se realizaron a 37 ºC durante una hora y los lavados, por triplicado, 

así como las diluciones, se realizaron con PBS-T (PBS y 0,05% tween-20, pH 7,4). Así 

mismo todos los reactivos y sueros se utilizaron en volúmenes de 50 µl/pocillo.  

 

         Tras el tapizado de la placa, se realizó el bloqueo con albúmina sérica bovina al 1% y, 

tras la incubación, se dispensaron, por triplicado, los sueros de cada uno de los animales 

diluidos 1:100 para IgG2 y 1:1600 para IgG1. Tras la incubación, se añadió el anticuerpo 

monoclonal de ratón (IgG1) anti-IgG1 porcino (clon K139-3C8) o el anticuerpo monoclonal 

de ratón (IgG1) anti-IgG2 porcino (clon K68Ig2) (ambos de Serotec) según el caso, a las 

diluciones 1:200 y 1:500 respectivamente. Una vez incubados los sueros, se añadió el 

conjugado, un anticuerpo monoclonal de rata anti-IgG1 (cadena pesada) de ratón conjugado 

con peroxidasa, (clon LO-MG1-) (Labgen) a la dilución 1:10000. Seguidamente se dispensó 

el substrato, utilizándose para ello ABTS (ácido benzotiazolina-azino-sulfónico) 

(Calbiochem), deteniéndose la reacción a los 30 minutos con HCl 0,5 M. La lectura de las 

absorbancias se realizó a una longitud de onda de 405 nm en un lector de ELISA 

(Labsystems Multiskan C) (esquema 1). 

 

 Esquema 1.  ELISA inmunoglobulinas totales (IgG1, IgG2) 

 
Antigenado de placa con anticuerpo anti-IgG-porcino 

Bloqueo con BSA 1% 

 Sueros problemas 

 Anti-IgG1 ó Anti-IgG2 porcino 

Conjugado 

Substrato 

Frenado y lectura en lector de ELISA 
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         Los ELISAs indirectos realizados para IgG1, IgG2 e IgA específicos frente al VEA, se 

llevaron a cabo mediante el antigenado de 48 pocillos de placas de ELISA (Costar) con el 

virus de la enfermedad de Aujeszky, utilizándose para ello la cepa vacunal Bartha K-61, gE-, 

empleada en los animales (Kultibiol®Aujeszky, Laboratorios Calier), a una dilución de 1,87 x 

105 TCID50 para los ELISAs de IgG1 e IgG2 y de 7,5 x 104 TCID50 para IgA, preparados en 

tampón carbonato-bicarbonato (pH 9,6), incubándose toda la noche a 4ºC (figura 29). Todas 

las incubaciones posteriores se realizaron a 37 ºC durante una hora y los lavados, por tres 

veces, se realizaron con PBS-T. Así mismo, todos los reactivos y sueros se utilizaron a razón 

de 50 µl/pocillo. En cada placa, el resto de los pocillos sin antigenar se utilizaron como 

controles para cada uno de los sueros y, así mismo, se incluyeron pocillos para controles 

positivos y negativo con sueros gB+gE- y gB-gE- respectivamente. 

 

Figura 29. ELISA para Inmunoglobulinas específicas frente VEA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ag: Pocillos antigenados con virus de la enfermedad de Aujeszky; c: control. Cada color representa el suero de 

un animal, excepto el color negro: controles para sueros gB+gE- y gB-gE- . 

 

         Tras el bloqueo con albúmina sérica bovina al 1%, se añadieron los sueros de cada uno 

de los animales, por triplicado, a diluciones 1:20, 1:40 y 1:80. Posteriormente se añadió 

según la Ig a determinar, el anticuerpo monoclonal de ratón (IgG1) anti-IgG1 de porcino 

(1:200) (clon K139-3C8), el anticuerpo monoclonal de ratón (IgG1) anti-IgG2 de porcino 

1:20 1:40 1:80 1:20 1:40 1:80 

Dilución del suero  

c

Ag Ag Ag Ag Ag Ag c c cc cc
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(1:500) (clon K68Ig2) o el anticuerpo monoclonales de ratón (IgG1) anti-IgA de porcino 

(1:8.000) (clon K61 1B4) (todos ellos de Serotec). Tras la incubación y lavados, se dispensó 

el conjugado, consistente en un anticuerpo monoclonal de rata (IgG1) anti-IgG1 de ratón 

marcado con peroxidasa (clon LO-MG1-) a las diluciones 1:8.000 para IgG2 e IgA y 

1:10.000 para IgG1. Seguidamente se añadió el substrato (ABTS), deteniéndose la reacción a 

los 30 minutos con HCl 0,5 M. La lectura de las absorbancias se realizó a una longitud de 

onda de 405 nm en el lector de ELISA (esquema 2). Las absorbancias obtenidas (densidad 

óptica) en ambos ELISAs (anticuerpos totales y específicos) se expresaron como una ratio 

entre la densidad óptica corregida para cada muestra y la del control positivo. 

 

Esquema 2. ELISA para inmunoglobulinas específicas anti-VEA (IgG1, IgG2, IgA) 

 
Antigenado de placa con VEA 

Bloqueo con BSA 1% 

Sueros problemas  

Anti-IgG1 ó Anti-IgG2 ó Anti-IgA  

Conjugado  

Substrato  

Frenado y lectura en lector de ELISA  
 

         Para la determinación de IgM, se realizaron ELISAs indirecto y de captura. Sin 

embargo en ninguno de ellos pudimos discernir con seguridad la diferencia entre los sueros 

IgM+ e IgM- debidos a los altos niveles de ruido de fondo, por lo que estos datos no fueron 

incluidos en el análisis. 

 

c)   Linfoproliferación 

 

         El estudio de la capacidad de linfoproliferación específica frente al VEA se realizó 

utilizando un ELISA comercial (Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Boehringer 

Mannheim) que permite medir cuantitativamente la proliferación celular mediante la técnica 
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colorimétrica basándose en la incorporación de Bromodeoxiuridina (BrdU) en el DNA 

durante su síntesis en las células en proliferación. 

 

         Una vez obtenidos las PBMC de los animales del ensayo, como se ha descrito 

anteriormente, se ajustaron a una concentración de 3x105 células/pocillo, incubándose 

durante 48 horas con PHA (10µg/ml), VEA (3x104 y 3x105 TCID50) y sin estimular. 

Finalizado este tiempo, se añadieron 10 µl/pocillo de BrdU tras lo cual los cultivos se 

incubaron durante 24 horas más. Pasado este tiempo, se realizó la remoción de las células 

procediéndose al secado del fondo de los pocillos mediante aire caliente. Posteriormente se 

realizó la fijación y desnaturalización del DNA durante 30 minutos a temperatura ambiente 

para añadir el anticuerpo anti-BrdU conjugado con peroxidasa, incubándose durante 90 

minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se realizaron tres lavados con PBS para a 

continuación colocar el substrato (TMB) y realizar la lectura de las absorbancias en el lector 

de ELISA a una longitud de onda de 450 nm.  

 

d)   Títulos de anticuerpos neutralizantes frente al VEA 

 

         La determinación de los títulos de anticuerpos neutralizantes frente al VEA se llevó a 

cabo mediante la realización de la técnica de seroneutralización en placas de 96 pocillos 

(Toma  y  Shibley, 1992), utilizando para ello la línea celular PK-15 (células de riñón 

porcino), realizándose el análisis de sueros por duplicado.  

 

         En primer lugar se colocaron los sueros a analizar en placas de 96 pocillos (100 

µl/pocillo) realizando una dilución doble de cada uno de ellos (1/4 hasta 1/256). 

Paralelamente, se colocaron controles positivos, negativos, de citotoxicidad de los sueros y el 

suero estándar de la OIE. Seguidamente se dispensaron 50 µl/pocillo del virus de la 

enfermedad de Aujeszky (Cepa Juanola) a una concentración de 2x103 TCID50/50 µl, 

incubándose durante 1 hora a 37ºC y 5% de CO2. Al cabo de este tiempo se añadieron las 

células PK-15 (150 µl/pocillo) a una concentración de 150.000 células/ml, incubándose 

durante 7 días a 37 ºC en atmósfera húmeda con 5% de CO2. 
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         La observación de los cultivos se realizó todos los días para detectar el efecto citopático 

sobre las células por parte del VEA. El título de cada suero se determinó como la máxima 

dilución a la cual se encontró el tapiz celular intacto. Este título es expresado como título 

medio geométrico (TMG) (antilog2 de la media aritmética del título) (Thrusfield, 1995). 

 

1.2. Estudio B 

 

         Para determinar los efectos adversos que se pudieran derivar de la aplicación de INMD a 

una dosis superior de la recomendada por el fabricante, se utilizaron 8 cerdos de alta sanidad 

aportados por el IRTA. Estos animales se distribuyeron en tres grupos siendo alojados en una 

misma nave de la granja de la Facultat de Veterinaria de la Universitat Autònoma de Barcelona. 

Todos los animales se sometieron por igual al manejo rutinario realizándose todos los días la 

observación de los cerdos. Los procedimientos a los que se sometieron los animales fueron 

aprobados por el CEEAH. 

 

         A los animales del grupo A  se les administró intramuscularmente en la tabla del cuello 5 

ml de INMD (1 ml/kg P.V.) (1,2 µg/kg P.V. de LPS y 16 µg/kg P.V. de Pg) de acuerdo a la 

recomendación del fabricante. Los cerdos del grupo B recibieron 10 ml de INMD (2 ml/kg 

P.V.) (2,6 µg/kg P.V. de LPS y 33 µg/kg P.V. de Pg), mientras que a los cerdos del grupo C se 

les administró 5 ml y 10 ml de SSE respectivamente como placebo (tabla 7).  

 

         Todos los animales fueron examinados a las 0, 1, 2, 4, 6 y 24 horas posteriores a la 

administración de INMD. En cada una de estas observaciones se obtuvieron muestras de 

sangre para determinar los niveles de TNF-α y, así mismo, se realizó la medición de la 

temperatura corporal. 
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Tabla 7. Tratamiento de los cerdos   

 Dosis1  

 LPS Pg 

Grupo (µg/kg PV) (µg/kg PV) 

A 1,2 16 

B 2,6 33 

C 0 0 
1Grupo A: 5 ml de INMD intramuscular. 
1Grupo B: 10 ml de INMD intramuscular. 
1Grupo C: 5 ml y 10 ml de solución salina estéril intramuscular. 

LPS: lipopolisacárido.  

Pg: Propionibacterium granulosum. 

PV: Peso vivo. 

 

2. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

         Se realizaron los análisis de los datos obtenidos en los diferentes ensayos (in vitro e in 

vivo) mediante estadística descriptiva (análisis de la varianza, análisis de regresión, Chi 

cuadrado y test Kruskall-Wallis), utilizando para ello el paquete estadístico Epi-Info versión 

6.04 (Dean et al., 1996). 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Estudio A 

 

3.1.1. Análisis inmunológicos 

 

a)   ELISA para glicoproteína E (gE) y glicoproteína B (gB) del virus de la enfermedad de 

Aujeszky  

 

         En la tabla 8, se puede observar el porcentaje de animales positivos a gB y gE tras 

realizarse cada una de las distintas tomas de sangre. Se observa un alto porcentaje de animales 

con anticuerpos frente a gB+ y gE+, de origen maternal, al inicio del estudio. Tras la segunda 
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vacunación, la mayoría de los animales de ambos grupos presentaron anticuerpos frente gB+ 

desapareciendo los anticuerpos gE+. 

 

Tabla 8. Porcentajes de animales que presentaban anticuerpos anti-gB ó anti-gE. 

 Primer sangrado 

(8-10 sem. de edad) 

 Segundo sangrado  

(12-14 sem. de edad) 

 Tercer sangrado 

(17-19 sem. de edad) 

 

Grupos % gB+  % gE+ % gB+ % gE+ % gB+ % gE+ 

A 97,6 11,6 97,56 0 96,4 0 

B 100 19 84,61 2,56 87,1 0 

 

b)   ELISA para inmunoglobulinas totales 

 

         En el momento de la primera toma de sangre, la ratio para  IgG1 de los grupos A (1,115) y 

B (1,069) fueron similares, siendo probablemente estos anticuerpos de origen maternal. Tras la 

administración de la primera dosis vacunal (grupos A y B) y la dosis de INMD (grupo B), la 

ratio fue superior en los animales del grupo B (1,448) con respecto a los del grupo A (0,844) 

(p<0,01). Estas diferencias desaparecieron en la tercera toma de sangre.  

 

         Para IgG2, los resultados obtenidos fueron similares, aunque inferiores, a los de la IgG1, 

encontrándose así mismo una diferencia significativa en los animales del grupo B (0,707) con 

respecto a los del grupo A (0,375) (p<0,01).  

 

c)   ELISA para inmunoglobulinas específicas frente a VEA 

 

          A diferencia de los resultados anteriores, no se observaron diferencias significativas para 

las Igs específicas entre las vacunaciones. Sin embargo, para los isotipos IgG1 e IgA, se 

encontraron tendencias a la significación entre los grupos. En el caso de IgG1, esta tendencia  

se observó en el grupo B tras la primera vacunación (p=0,06), mientras que para el isotipo 

IgA, se evidenció posteriormente a la revacunación (p=0,08). Por otra parte, al agrupar los 

animales de cada grupo por títulos (≤1:20; ≥1:40) se observó que un porcentaje significativo 

de animales del grupo B (25%), presentaban un título ≥1:40 para el isotipo IgA tras la 

segunda vacunación (p<0,005). Así mismo, se observó un mayor porcentaje de animales del 
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grupo B  (38,48%) que presentaban títulos iguales o superiores a 1:40 comparado con el 

grupo A (14,81%) (p<0,01). 

 

d)   Linfoproliferación 

 

         Antes de la primera vacunación, todos los animales presentaron una respuesta negativa ante 

el VEA en la prueba de proliferación celular (densidad óptica 0,035 ± 0,124 para el grupo A y 

0,022 ± 0,020 para el grupo B) aunque todos los grupos respondieron ante PHA (A = 0,736 ± 

0,183; B = 0,681 ± 0,121). Tras la realización de la vacunación, no se observaron diferencias 

significativas entre los grupos (A = 0,008 ± 0,015; B = 0,039 ± 0,053). Tras la segunda 

vacunación, si bien la lectura de las absorbancia se incrementó en ambos grupos (A = 0,136 ± 

0,122; B = 0,101 ± 0,099), éstas fueron bajas comparadas con las PBMC estimuladas con PHA 

(A = 1,283 ± 0,716; B = 0,871 ± 0,605), no encontrándose diferencias significativas entre 

grupos.  

 

e)   Títulos de anticuerpos neutralizantes frente a VEA 

 

         Al inicio del ensayo, se observó que los TMG obtenidos para cada grupo eran similares 

(grupo A = 6,1 ± 2,1; grupo B = 5,3 ± 2). Cuatro semanas después de la primera vacunación, el 

TMG fue significativamente superior en el grupo B (17,1 ± 4) respecto al grupo A (6,5 ± 4,3) 

(p<0,005). Tras la segunda vacunación, si bien la tendencia se mantuvo (14,9 ± 5,3 grupo B; 

10,6 ± 3,7 grupo A), la diferencia no fue significativa (figura 30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 86

Figura 30. Título medio geométrico de anticuerpos neutralizantes frente al VEA al inicio del 

ensayo y tras las vacunaciones realizadas. 

0
2
4
6
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10
12
14
16
18TMG

1º 2º * 3º

Muestreos

Grupo A Grupo B

 
TMG: Título medio geométrico; Grupo A: animales vacunados contra el virus de la enfermedad de Aujeszky; Grupo 

B: animales vacunados contra el virus de la enfermedad de Aujeszky e inyectados con una dosis de INMD; * 

p<0,005 

 

         Agrupando los animales por cada uno de los títulos seroneutralizantes obtenidos 

(diluciones seriadas 1:2 a 1:256), se pudo observar que antes de la primera vacunación, la 

distribución de los títulos de anticuerpos neutralizantes para VEA eran similares entre los dos 

grupos (figura 31). Sin embargo, cuatro semanas posteriores a la primovacunación, el 56,7%  de 

los animales del grupo A (24 de 41) eran seronegativos o presentaban títulos neutralizantes 

iguales o inferiores a 1:4, mientras que el 25,6% de los cerdos del grupo B (10 de 39) eran 

seronegativos o presentaban títulos inferiores a 1:4 (p<0,05) (figura 32). Esta diferencia 

desapareció tras la segunda vacunación. 
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Figura 31. Distribución de los títulos seroneutralizantes para el VEA previo a la  primera 

vacunación. 

 TSN: título seroneutralizante; Grupo A: animales vacunados contra el virus de la enfermedad de Aujeszky; Grupo 

B: animales vacunados contra el virus de la enfermedad de Aujeszky e inyectados con una dosis de INMD. 

 

Figura 32. Distribución de los títulos de seroneutralización para el VEA posterior a la 

aplicación de la primera vacunación. 

TSN: título seroneutralizante. Grupo A: animales vacunados contra el virus de la enfermedad de Aujeszky; Grupo 

B: animales vacunados contra el virus de la enfermedad de Aujeszky e inyectados con una dosis de INMD;  

*p<0,005. 
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3.2. Estudio B 

 

         Ninguno de los cerdos de los tres grupos manifestaron síntomas de dolor, vómito, anorexia, 

diarrea, letargia, decaimiento general, shock o fiebre alta (≥ 41 ºC) dentro de las 24 horas 

posteriores a la administración de INMD (tabla 9). Así mismo, ninguno de los cerdos presentó 

niveles medibles del TNF-α, excepto el cerdo número 3 (grupo A) que tuvo niveles de 10 pg/ml 

1 hora luego de administrado el producto. 

 

Tabla 9. Máxima temperatura rectal por grupo en cerdos inyectados con INMD o placebo.     

Grupo1 Número del cerdo ºC2 

A 1 40,76 

B 4 40,79 

C 8 40,00 
1Grupo A (cerdos 1, 2 y 3): 1,2 µg/kg de LPS y 16 µg/kg de Pg 
1Grupo B (cerdos 4, 5 y 6) : 2,6 µg/kg de LPS y 33 µg/kg de Pg. 
1Grupo C (cerdos 7 y 8) : solución salina estéril.  
2Máxima temperatura rectal en un período de 24 horas (P>0.05).  
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VI. DISCUSIÓN 

 

         En las últimas décadas, se ha estudiado la eficacia de distintos compuestos 

inmunomoduladores con relación a diversas infecciones, procesos cancerosos, 

inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunes de importancia en medicina humana. Estos 

compuestos también se han utilizado en veterinaria con el objetivo de incrementar la resistencia 

a enfermedades, lo que permitiría minimizar el impacto económico de las mismas  actuando 

como alternativa o complemento a otras medidas sanitarias y de manejo (Blecha, 1988; Kehrli 

y Thot, 1990; Mulcahy y Quinn, 1986; Quinn, 1990; Stipkovits et al., 1998). 

 

         El inmunoterápico INMD combina LPS y Pg, componentes que han demostrado tener la 

capacidad de estimular y regular la respuesta inmunitaria en personas y animales (Ko et al., 

1981; Norimatsu et al., 1995; Pang et al., 1994; Roszkowski et al., 1980). Así mismo, la 

combinación de ambas sustancias puede dar lugar a efectos sinérgicos que incrementan su 

efectividad como inmunomodulador (Okamura et al., 1982; Okamura et al., 1987). En el 

presente estudio hemos realizado una serie de ensayos in vitro e in vivo con el fin de conocer las 

bases inmunitarias de la acción de INMD.  

 

1. Ensayos in vitro 

 

a)  Sobre la expresión de citoquinas 

 

         Los resultados obtenidos en los experimentos in vitro muestran que INMD induce la 

expresión y/o secreción de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-α. Estas citoquinas 

forman parte importante del complejo de eventos de la respuesta inicial frente agentes 

infecciosos al poseer un espectro de actividad amplio que les permiten actuar sobre diferentes 

tipos celulares, fundamentalmente macrófagos.  

 

         La inducción de la expresión de estas citoquinas podría ser debida, mayoritariamente, a la 

acción del LPS, ya que este componente ha demostrado poseer la capacidad de producir la 

activación de monocitos/macrófagos y linfocitos con la consecuente producción y liberación de 

las citoquinas pro-inflamatorias, (Adams et al., 1990; Chensue et al., 1991; Fernández-Botran et 
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al., 1996; Klir et al., 1997; Scamurra et al., 1996). Sin embargo, las bacterias pertenecientes al 

género Propionibacterium también han demostrado ser capaces de inducir este efecto, 

especialmente para IL-1 y TNF-α (Mori et al., 1994; Rossoll et al., 1990). La capacidad de 

INMD para inducir estas citoquinas pro-inflamatorias podría determinar la utilidad del producto 

según el tipo de proceso en el que se aplique. En este caso particular, podría ser útil en 

situaciones en las cuales fuese adecuado un tipo de respuesta inflamatoria en patologías que 

cursan con invasiones bacterianas como en problemas respiratorios causados por bacterias, 

mastitis bacterianas, etc. 

 

         Así mismo, INMD indujo significativamente la secreción de INF-γ en las PBMC 

estimuladas con el producto.  Este hecho se ha observado en personas y ratones en los que se 

obtuvo un incremento de los niveles de producción de INF-α, INF-β  e INF-γ como respuesta 

a un sinergismo entre LPS y Propionibacterium (Okamura et al., 1982; Okamura et al., 1987; 

Sugiyama y Epstein, 1978). Sin embargo, en muchos de estos ensayos, al contrario que en los 

nuestros, Propionibacterium fue administrado previamente al LPS. La capacidad de INMD 

para inducir esta secreción refuerza la idea de que este compuesto induce una estimulación de 

tipo inflamatorio con activación de macrófagos. Además, la producción de INF-γ puede 

inducir un estado antivírico, importante en procesos infecciosos de relevancia en el cerdo. 

 

         Por otra parte, los macrófagos alveolares y PBMC estimulados con INMD expresaron IL-

12, componente crítico para el desarrollo de la inmunidad tipo Th1 (Biron y Gazzinelli, 1995). 

Estudios anteriores han demostrado la relación entre la secreción de IL-12 y la inducción de la 

liberación de INF-γ por parte de células NK y células T en una retroalimentación positiva que 

induce la activación de macrófagos y células NK (Foss et al., 1999). La elaboración de estas 

citoquinas durante procesos infecciosos es prioritaria para la activación de macrófagos, la 

inhibición de la replicación vírica y promoción de una respuesta inmune de tipo Th1 (D'Andrea 

et al., 1992; Scamurra et al., 1996; Schijs et al., 1995)  

 

         En diversos ensayos se ha comprobado que tanto el LPS como Propionibacterium 

estimulan la producción de IL-12 en macrófagos y PBMC (Foss et al., 1999; Hume et al., 2001; 

Matsui et al., 1997; Reddy et al., 2000; Verhasselt et al., 1997). La inducción de la producción 

de INF-γ por parte de IMMD podría ser debido a una estimulación directa sobre linfocitos, 
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células NK u otras, o bien tener como mecanismo la inducción de la producción de IL-12. En 

PBMC de ratones pre-tratados con Propionibacterium acnes a los que posteriormente se les 

administró LPS, en presencia de IL-12, se incrementaron considerablemente los niveles de 

INF-γ (Okamura et al., 1987). Otros autores han observado que Propionibacterium produce 

un incremento en la producción de INF-γ al estimular la producción de IL-12 en los 

macrófagos (Roszkowski et al., 1990).  

 

         A pesar de observarse in vitro la expresión de IL-12 a través de RT-PCR en los macrófagos 

alveolares y PBMC de cerdos estimulados con INMD, en el ensayo de linfoproliferación no se 

observaron diferencias entre los animales sólo vacunados y los que recibieron INMD. En 

ensayos realizados en PBMC de porcinos, INMD combinado con un mitógeno, a dosis 

subóptima, presenta una actividad proliferativa (Álvarez et al., 1998). Podríamos explicar esta 

discrepancia mediante cuatro hipótesis: 

 

1) En primer término se podría pensar que no se produce la secreción de otras citoquinas, 

principalmente IL-2, que participan de alguna manera en la linfoproliferación (IL-4, IL-6, 

INF-γ). Sin embargo en nuestros ensayos se determinó la producción de INF-γ así como la 

expresión de CD25, lo que podría sugerir la producción de IL-2. Se han realizado ensayos en 

los que se ha observado que IL-2 puede inducir la expresión de CD25 (Sereti et al., 2000), 

sin embargo, en algunos de ellos no se han observado correlación entre la expresión de este 

receptor y la producción de IL-2 (Lai et al., 1991).   

2) En segundo término, se sabe que la infección por Herpesvirus en PBMC reduce la respuesta 

proliferativa de estas células, incluso a mitógenos e IL-2, lo que podría estar relacionado con 

una disminución en la producción de IL-12 (Carter et al., 1989; Chinsakchai y Molitor 1992; 

Lan et al., 1996). Es posible que el período de exposición de las PBMC al VEA durante la 

elaboración de ELISA (72 horas) haya causado una disminución de la respuesta proliferativa 

de las PBMC.  

3) Así mismo, podríamos asumir que los macrófagos, a pesar de expresar IL-12 tras la 

estimulación con INMD, no la secretan. En este caso se produciría un incremento de la 

transcripción de RNA, un incremento del número de células que expresan IL-12 o una 

reducción de la degradación de la misma (RNA). En el caso de ser esta teoría correcta, ello 

implicaría la existencia de algún mecanismo de regulación post-transcripcional. Esta 
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divergencia entre la expresión y producción se ha observado, in vivo con TNF-α, en ratones, 

donde se determinó por RT-PCR un incremento de los niveles de expresión de esta citoquina 

pero no se detectó en suero mediante ELISA (Favre et al., 1997). Sin embargo en el cerdo, 

Verfaillie et al. (2001) observaron en otras citoquinas (IL-10, INF-γ), una correlación entre 

su expresión, analizadas por RT-PCR, y la secreción de las mismas. 

4) Por último existe la posibilidad de que el ELISA comercial utilizado para determinar la 

linfoproliferación no sea lo suficientemente sensible como para poder distinguir diferencias 

en la linfoproliferación, si es que las hubo, en este caso concreto.  

 

         Con relación a IL-4, pudimos observar su expresión tanto en macrófagos alveolares como 

en PBMC. Esta citoquina actúa de manera determinante en la polarización de la respuesta 

inmune. Si esta expresión se traduce en secreción, podríamos pensar que INMD podría actuar en 

la clonación de las células Th a Th2 y controlar la polarización Th1.  

 

         Respecto a IL-10, se observó su expresión al cabo de las 24 horas de estimulación en las 

PBMC, no así en los macrófagos alveolares. La IL-10 es un importante regulador de los 

mecanismos inmunes al inhibir la activación de monocitos/macrófagos, células NK, Th1, 

suprimir la inmunidad celular e inhibir la expresión de MHC-II y podría, por lo tanto, 

producirse como un mecanismo de regulación natural (Armstrong et al., 1996; Brown et al., 

1994; Pretolani y Goldman, 1997), aunque no se puede descartar que su expresión fuese 

inducida por un efecto tardío de INMD.   

 

b)   Sobre la fagocitosis de los neutrófilos polimorfonucleares 

 

         INMD tuvo un efecto positivo sobre la fagocitosis al incrementarla considerablemente, 

hecho que estuvo correlacionado básicamente con el componente Pg. Sin embargo, 

observamos que el aumento de la capacidad fagocítica se debió a un incremento en el número 

de células que se activaron y fagocitaron más que a un incremento de la capacidad fagocítica 

individual. Este aumento de la fagocitosis por parte de Pg se ha observado en macrófagos 

murinos y humanos (Roszkowski et al., 1980; Roszkowski et al., 1990).  
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         Es posible que el Pg estimule la inducción de algún factor, como podría ser una 

quimioquina y/o citoquina, que produzca un incremento en el número de células activadas 

para fagocitar. Se sabe que los neutrófilos son células receptoras y productoras de una serie de 

citoquinas y quimioquinas que pueden, además de actuar como sustancias quimiotácticas, 

incrementar la activación y capacidad fagocítica de los neutrófilos aumentado su actividad 

antibacteriana (Cassatella, 1995; Reinard et al., 2000). En estudios realizados en PMN de 

bovinos, se ha observado que el TNF-α incrementa la actividad fagocítica y bactericida en 

estas células (Reinard et al., 2000). En humanos, la IL-8, IL-13, IL-15 y el péptido activador 

de neutrófilos-2 (NAP-2), incrementan la producción de citoquinas, quimioquinas y la 

fagocitosis en neutrófilos (Bazzoni et al., 1991; Detmers et al., 1991; Girad et al., 1996; 

Hachicha et al., 1998; Musso et al., 1998; Witko-Sarsat et al., 2000). Cual de estas sustancias 

u otras pudo estar involucrada en la activación de neutrófilos resulta, por ahora, desconocido 

para nosotros. En macrófagos se ha comprobado que el efecto de las citoquinas que se 

producen como respuesta a la administración del Propionibacterium, podrían influir en el 

incremento de la endocitosis, pinocitosis, fagocitosis y el aumento de macrófagos activados 

(Billiau, 1996).  

 

         Los neutrófilos a pesar de ser células muy importante por su función fagocitaria, son 

fagocitos que directamente no son capaces de desplegar su máximo potencial fagocítico y 

bactericida, teniendo una limitación y menor capacidad de fagocitosis y eliminación de 

agentes externos en comparación con los monocitos/macrófagos. Sin embargo, estos 

mecanismos se ven incrementados por parte de los PMN por contacto previo con un agente 

primario o un factor antes de realizar la fagocitosis (Reinard et al., 2000). Por este motivo, 

sustancias con la capacidad de producir un efecto estimulante directo o indirecto sobre estas 

células, incrementando su índice de fagocitosis, son interesantes para mejorar u obtener una 

adecuada respuesta frente a infecciones bacterianas.  

 

c)   Sobre la expresión de MHC-II 

 

         Nuestros resultados indican que los macrófagos alveolares expuestos a los diferentes 

estímulos expresaron MHC-II. Así en macrófagos no infectados, la mayor expresión se 

obtuvo con INMD. Por el contrario, entre los macrófagos alveolares infectados con el VEA, 
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la máxima expresión de MHC-II se obtuvo con LPS. Resulta llamativo que fuesen estímulos 

diferentes los que indujeron la máxima expresión de MHC-II en células no infectadas 

(INMD) y en células infectadas con VEA (LPS). Esta discrepancia podría atribuirse, 

hipotéticamente, a la modificación de la funcionabilidad del macrófago alveolar que 

produciría el virus.  

 

         Así mismo, observamos que la infección de los macrófagos alveolares durante 18-20 

horas con VEA produjo un incremento los niveles de expresión de MHC-II, 

independientemente del estímulo utilizado. En infecciones con Herpesvirus en bovinos 

(BHV-1), se ha observado un ligero incremento de la expresión de MHC-II en los macrófagos 

alveolares entre las 24 y 96 horas post-infección (Bielefeldt y Babiuk, 1986). Por otra parte, 

en macrófagos pre-tratados con LPS se ha observado un potencial incremento de la respuesta 

inmune de los macrófagos frente a antígenos (Alving, 1993). Por este hecho, se podría pensar 

que la estimulación realizada con LPS podría inducir en el macrófago un estado de 

sensibilidad o preparación que le permitiría reaccionar de manera más intensa en el posterior 

contacto con el VEA, aunque esto no se observaría en la combinación de LPS y Pg.  

  

        Una de las características de los macrófagos estimulados con LPS es la expresión de 

MHC-II en la superficie celular (Alving, 1993; Behbehani et al., 1985; Marshall y Ziegler, 

1989). En macrófagos de ratones se ha comprobado que durante la infección de bacterias 

gram negativas el LPS incrementa la inducción de MHC-II (Marshall y Ziegler, 1989). Este 

efecto del LPS podría realizarse de dos maneras, bien por un efecto directo sobre el 

macrófago o mediante la inducción de la producción de algún factor soluble como IL-1 o 

INF-γ (Behbehani et al., 1985). En nuestros ensayos observamos la inducción de la expresión 

de IL-1 por parte de los macrófagos alveolares estimulados con INMD y VEA, así que podría 

suponerse que el incremento de la expresión de MHC-II, en las células estimuladas con LPS e 

infectadas con VEA, podría producirse por esta vía, ya que entre las células no infectadas, si 

bien el LPS estimuló la expresión de MHC-II, éste no fue el mayor índice de expresión.  

 

         Por otra parte, en nuestros ensayos, Pg fue el segundo estímulo que indujo la máxima 

expresión de MHC-II, tanto en las células infectadas como las que no lo estaban. En estudios 

realizados utilizando el muramil-dipéptido, componente de Propionibacterium, se ha 
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observado un ligero incremento de la expresión de MHC-II aunque no de manera significativa 

(Behbehani et al., 1985). En otros estudios, P. acnes, ha demostrado su capacidad para inducir 

la expresión de MHC-II en macrófagos peritoneales de ratones (Woods et al., 1997). Sin 

embargo, en fagocitos derivados de médula ósea de ratones, expuestos por 24 horas a P. 

acnes, no se observó un incremento significativo de la expresión de MHC-II comparado con 

otros estímulos (Listeria, INF-γ y linfoquina activadora de macrófagos) (Keller et al., 1988). 

Es posible que diferentes especies presenten distinto tipo de respuesta a los mismos estímulos.  

 

         Esta inducción de MHC-II por parte de INMD en los macrófagos alveolares podría 

favorecer la presentación de antígenos por parte de estas células y, probablemente, 

contribuiría a desencadenar de una manera más rápida e intensa la respuesta inmune. 

 

d)  Sobre la expresión de CD25 

        

         INMD y cada uno de sus componentes produjeron la activación de las PBMC, 

observándose un efecto sinérgico en la expresión de CD25 como respuesta a la combinación 

de LPS y Pg. Este hecho nos indicaría que INMD sería capaz de actuar directamente sobre 

estas células o indirectamente, a través de la producción y liberación de citoquinas como 

TNF-α e IL-1, para inducir su activación.  

 

         Utilizando monocitos humanos, se ha comprobado que LPS puede inducir la expresión 

de CD25 (Kniep et al., 1992; Scheibenbogen et al., 1992). Así mismo, Propionibacterium 

puede inducir la activación de linfocitos (Roszkowski et al., 1980). En el mencionado estudio, 

la activación linfocitaria se midió a través del transporte de iones en la membrana así como la 

inducción de la síntesis de RNA, sin embargo, no se determinó la expresión de CD25. En 

nuestros ensayos comprobamos que Pg en cerdos sanos induce la expresión de CD25, 

indicando que se produjo activación celular. Es posible que el incremento de la expresión de 

CD25 en las células estimuladas con INMD se deba a la suma de efecto de sus compuestos 

sobre las PBMC. Otros autores (Álvarez et al., 1998), han obtenido inducción de la expresión 

de CD25 en PBMC de porcinos estimuladas con INMD, si bien el incremento no fue 

significativo. 
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         En nuestros ensayos, entre las PBMC infectadas, procedentes de animales no vacunados 

frente al VEA, observamos la mayor expresión de CD25 con INMD, sin haber diferencias 

significativas en el porcentaje de expresión con las células no infectadas. Posteriormente a la 

administración de la vacuna contra la enfermedad de Aujeszky, se mantuvo INMD como el 

estímulo que indujo la mayor expresión de CD25 aunque también se incrementó la expresión 

entre todos los estímulos, incluyendo el valor basal (de 3,22% ± 0,88 a 14,62% ± 0,97). Sin 

embargo, en este caso tampoco se observó diferencias entre los grupos de células sin infectar 

y las que fueron infectadas con VEA, donde se esperaría un incremento de la expresión de 

CD25.  Otros autores han realizados ensayos en bovinos y humanos con Herpesvirus donde la 

infección de PBMC induce un incremento de la expresión de CD25 (Carter et al., 1989; 

Koide et al., 1998; Lan et al., 1996; Vockerodt et al., 2001). 

 

             La similitud de porcentaje de expresión de CD25 entre las PBMC sin infectar e 

infectadas con VEA, podrían explicarse, posiblemente, como un efecto debido a las 

condiciones de los animales. Las muestras utilizadas pertenecían a cerdos de control de un 

experimento de infección realizado por otro grupo de investigación. Entre las tomas de 

muestras transcurrieron 15 días, con la realización de la vacunación frente al VEA, seis días 

antes del segundo sangramiento. Cabe la posibilidad que en el momento de la primera toma 

(12-13 semanas de edad) estos animales aún tuvieran anticuerpos maternales por lo que no 

respondieron como se esperaba a la vacunación y a la estimulación de sus células con el VEA. 

Por otra parte, para la segunda toma de muestra es posible que al haber transcurrido apenas 

seis días desde el momento de la vacunación, aún no fuese detectable una respuesta ligada a 

CD25 o IL-2. 

  

2. Ensayos in vivo  

 

         Es frecuente que al vacunar lechones frente al virus de la enfermedad de Aujeszky a la 

entrada en transición (8–10 semanas de edad), muchos de ellos aún posean anticuerpos 

maternales y que por este u otros motivos, la respuesta a una primovacunación no sea 

eficiente. Por otro lado, si bien la presencia de la inmunidad pasiva anti-VEA reduce la 

gravedad del cuadro clínico si los lechones se infectan, ésta no previene completamente el 

establecimiento de la infección ni la posterior excreción vírica. Además, la presencia de estos 
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anticuerpos de origen maternal puede bloquear el desarrollo de una respuesta inmune activa al 

realizarse la vacunación (Bouma et al., 1998; Kimman, 1993; Van Oirschot, 1987).  

 

         En el estudio A, se observó que en cerdos con anticuerpos maternales frente VEA a los 

que se les administró simultáneamente la vacuna e INMD, se redujo la proporción de animales 

que no responden adecuadamente a la primera aplicación de un antígeno, incrementando 

significativamente el porcentaje de animales con títulos seroneutralizantes ≥1:4 tras la primera 

vacunación. El incremento de esta respuesta humoral ante la aplicación de la vacuna para el 

VEA e INMD podría atribuirse a una serie de hechos: se podría inducir una mayor o más 

eficiente presentación de antígeno por parte de los macrófagos u otras APC y un aumento de la 

activación celular. En nuestros ensayos in vitro, observamos que INMD era capaz activar los 

macrófagos y linfocitos induciendo la expresión de MHC-II y CD25, tanto en macrófagos 

alveolares y PBMC infectadas o no con VEA, lo que reforzaría la idea de la presentación de 

antígeno y activación como la principal vía para el incremento de la respuesta humoral. Así 

mismo, se podría pensar en un incremento de la producción de anticuerpos bien sea por un 

aumento en la actividad cooperadora de las células CD4 o a un estímulo directo de las células B, 

hecho que se ha observado por parte del LPS (Jacobs, 1982).  

 

         Esta diferencia en los títulos seroneutralizantes no se mantuvo tras la revacunación. Esto 

podría deberse a que inicialmente se produce una respuesta primaria intensa, posiblemente por 

parte de IgM, que desaparece posteriormente. Sin embargo, cabría la posibilidad de que se 

produjese una saturación de la respuesta humoral o, por otro lado, un corto efecto de la 

estimulación por parte de INMD. Todos estos hechos nos podrían indicar que la administración 

in vivo de INMD junto a este antígeno vírico, incrementa la eficiencia de la respuesta primaria, 

incluso en cerdos que poseían niveles moderados de anticuerpos calostrales frente al VEA. En un 

ensayo previo realizado en el estudio B (datos no presentados), se evaluó la cinética de aparición 

de anticuerpos neutralizantes frente al VEA tras la vacunación. Cinco dias posteriores a la 

vacunación, 25% de los animales eran positivos, observándose una seroconversión en el 100% 

de los animales a los 11 días, no existiendo diferencia en el tiempo de aparición y duración de los 

anticuerpos neutralizantes entre el grupo de animales tratados con INMD y el grupo únicamente 

vacunado. Utilizando cepa Bartha, en animales con inmunidad pasiva, Kimman et al. (1992), 
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observó la aparición de anticuerpos neutralizantes entre 8 y 10 días, niveles que se mantuvieron 

hasta terminado dicho ensayo (100 días). 

 

         Teniendo en cuenta que la entrada en el engorde es uno de los momentos críticos para la 

circulación del VEA en una granja, podría suponerse que la administración de este 

inmunomodulador en la primovacunación, contribuiría sustancialmente en la reducción del 

número de animales susceptibles a la infección del VEA durante este período, contribuyendo 

a homogeneizar el estatus inmunitario entre la mayoría de los lechones en una 

primovacunación. Esto sería particularmente importante en aquellas granjas endémicamente 

infectadas en las que es necesario un buen aporte de anticuerpos maternales pero, a la misma 

vez, una vacunación lo antes posible. Así mismo, se pudo observar que este 

inmunomodulador no interfiere de ninguna manera en la seroconversión de los animales 

frente a VEA, sino que al contrario, potencia la respuesta inmune de los animales frente a la 

aplicación de la vacuna con un significativo incremento de la producción de anticuerpos 

seroneutralizantes.  Se sabe que en cerdos con inmunidad maternal frente VEA, se produce una 

temprana eliminación de células infectadas por parte de los linfocitos CD8 y otros tipos 

celulares, con lo cual no se desarrollan linfocitos B de memoria los cuales son muy importantes 

para inducir una adecuada inmunidad vacunal (Kimman et al., 1992). 

 

         Nuestros resultados para los isotipos IgG1 e IgG2 resultaron contradictorios entre los 

anticuerpos totales y específicos frente VEA. Entre grupos se observaron diferencias 

significativas para IgG1 e IgG2 totales tras la aplicación del inmunomodulador y la vacuna, sin 

embargo, no se observaron estas diferencias en los anticuerpos específicos frente al VEA, 

aunque se produjo una tendencia a la significación entre los animales a los que se les administró 

INMD. Esta discrepancia podría deberse a un incremento en la respuesta total de IgG1 e IgG2 

(específicas e inespecíficas), tras la aplicación de INMD. Así mismo, existe la posibilidad que se 

produzca un incremento de la inmunidad inespecífica general, la formación de anticuerpos contra 

LPS y Pg o algún efecto de bloqueo por parte de los anticuerpos maternales específicos para 

VEA, sin embargo, observamos que en la evaluación de los anticuerpos neutralizantes 

específicos frente al VEA si se observó diferencias entre grupos. En animales con inmunidad 

pasiva adquirida, Kimman et al (1992), observaron que la aplicación del VEA no indujo una 

respuesta efectiva tras la primera inoculación, encontrando niveles detectables de IgG1, IgG2, 
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IgA y anticuerpos neutralizantes luego de un segundo enfrentamiento con el VEA, aunque éstos 

fueron bajos y por corto periodo de tiempo (Kimman et al., 1992). 

 

         Con respecto a IgA, observamos que tras la segunda aplicación intramuscular de la vacuna 

contra la enfermedad de Aujeszky, se obtuvieron niveles significativos de IgA en los animales 

que habían recibido el inmunomodulador. En otros ensayos llevados a cabo con la 

administración intramuscular del VEA, se observó una respuesta de IgA mucosal, aunque fue 

baja y de corta duración (Kimman et al., 1992). Se sabe que el LPS y la toxina del cólera son 

unos de los estimulantes mucosales más potentes y suelen ser muy eficaces en la inducción de 

anticuerpos IgA (Flo et al., 1996; Hann et al., 2001; Kim et al., 1998; Van Der Verg et al., 1996; 

Verweij et al., 1998). Debido a nuestros resultados, cabría suponer que en caso de realizarse una 

aplicación simultanea de VEA e INMD vía intranasal, no solo produciría isotipos de anticuerpos 

en sangre, sino también anticuerpos mucosales así como una reacción inmunitaria celular local.  

 

         En infecciones con Herpesvirus, el LPS y Propionibacterium han demostrado poseer un 

efecto clínico favorable. En ratones, tratados con Pg entre 3 y 7 días previos a la infección con 

Herpesvirus simplex tipo 1 (HSV-1), se incrementó considerablemente la tasa de supervivencia 

(95%) comparado con los animales controles (15%-30%) (Szmigielski et al., 1980). En cerdos 

inoculados intranasalmente con el VEA (cepa NIA-3) tras la administración de 

Propionibacterium acnes (100 µg/ml vía intravenosa) y la vacuna contra la enfermedad de 

Aujeszky, se obtuvo una reducción del 60% en los efectos secundarios causados por la 

aplicación de la vacuna (fiebre, depresión, anorexia, decaimiento general) comparado con los 

animales solos vacunados (30%), observándose un título de anticuerpos superior en los animales 

que recibieron la bacteria así como una reducción en la disminución de la ganancia de peso diaria 

(Markowska-Daniel et al., 1992a; Markowska-Daniel et al., 1993a). En estos ensayos, la 

aplicación de Propionibacterium acnes influyó significativamente en el curso de la infección del 

virus debido a que se produjo un incremento de la resistencia antivírica, un incremento en la 

activación primaria de monocitos/macrófagos, inducción de interferón y la estimulación de 

células NK, lo cual produjo el establecimiento de todos los mecanismos naturales de resistencia 

antivírica. 
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         La aplicación de este producto podría ser interesante como coadyuvante de la 

vacunación aunque en algunas patologías el título de anticuerpos neutralizantes inducidos por 

la vacuna no necesariamente tiene correlación con la resistencia a la infección (Martín y 

Wardler, 1986). 

  

         Por otra parte, pudimos observar que INMD tendría presumiblemente la capacidad de 

estimular la producción y liberación de citoquinas a niveles suficientes para producir los efectos 

deseados sin provocar reacciones adversas como las inducidas por LPS de bacterias, por la 

producción de altos niveles de citoquina o la liberación prolongada en el tiempo de citoquinas 

(fiebre, letargia, anorexia, caquexia, shock, etc.). Se ha descrito en cerdos que la administración 

de LPS de E. coli a dosis iguales o superiores a 1 µg/Kg P.V. resulta en una elevación de los 

niveles de TNF-α en suero así como el desarrollo de signos clínicos adversos (Klir et al., 1997; 

Norimatsu et al., 1995). En  nuestro estudio con una dosis de INMD correspondiente a 0,0012 ó 

0,0026 µg/kg P.V. de LPS, según el grupo, no se observaron los signos descritos anteriormente 

en ninguno de los animales. Por otra parte, observamos que los niveles de expresión y 

producción de las citoquinas inducidas por INMD in vitro, fueron inferiores que en las células 

estimuladas con LPS de E. coli, excepto para INF-γ. 

 

         En resumen se podría decir que este inmunomodulador influye en la respuesta inmune del 

cerdo actuando básicamente sobre las células del sistema inmune estimulando en ellas una serie 

de mecanismos que participan de manera primordial en la respuesta inmunitaria. En la figura 33, 

pretendemos resumir los efectos de INMD determinados directamente (flechas continuas, color 

azul) y los efectos que se derivan o que se producirían tras la estimulación con INMD (flechas 

discontinuas, color verde). 
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VII. CONCLUSIONES  

 

1. La inducción del patrón de citoquinas pro-inflamatorias así como de IL-2, IL-4 e IL-12, 

sugiere que INMD tiene un potencial efecto sobre la activación de las células 

mononucleares de sangre periférica, macrófagos alveolares y neutrófilos 

polimorfonucleares, lo que actuaría sobre todo el proceso de la respuesta inmune donde 

participan estas citoquinas. 

2. En el cerdo la combinación de lipopolisacárido y Propionibacterium granulosum 

promueve la producción y liberación de INF-γ, lo que podría inducir en los animales un 

incremento en la activación y funciones de los macrófagos, un estado antivírico y 

contribuiría a la polarización de la inmunidad de tipo Th1.  

3. INMD potencia positivamente la función de fagocitosis de los neutrófilos 

polimorfonucleares, incrementando considerablemente el número de células que 

fagocitan. Este hecho podría incrementar la resistencia frente patógenos bacterianos en las 

primeras fases de la respuesta inmune. 

4. La inducción de la expresión de MHC-II por parte de INMD indicaría que este producto 

actuaría positivamente en la presentación de antígenos y en el posterior desarrollo de la 

respuesta inmune.   

5. INMD induce la expresión de CD25, marcador de activación de linfocitos, lo que 

sugeriría su potencial capacidad para aumentar la intensidad de la respuesta linfocitaria. 

6. Al ser utilizado como coadyuvante frente a la vacunación contra la enfermedad de 

Aujeszky, INMD es capaz de incrementar la repuesta inmune humoral primaria, incluso 

en presencia de anticuerpos maternales, lo que contribuye a disminuir las diferencias en el 

estatus inmunitario en una población de animales que se vacunan por primera vez. 

7. Los niveles de citoquinas fueron inferiores con INMD que con LPS extraído con fenoles, 

excepto para INF-γ. Además, los animales a los que se les administró INMD a dosis 

superiores a las recomendadas no presentaron efectos adversos, lo que indica la seguridad 

del producto. 
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IX. RESUMEN 

 

         La inmunomodulación se define como la modificación de la respuesta inmune por 

medio de la administración de sustancias que poseen la capacidad de regular el sistema 

inmunitario. INMD es un inmunomodulador compuesto por una combinación de LPS 

detoxificado de E. coli y células inactivadas de Propionibacterium granulosum, que ha 

demostrado tener un efecto modulador sobre el sistema inmune del cerdo. En el presente 

trabajo hemos realizado diversos ensayos in vitro e in vivo con el objetivo de evaluar los 

efectos que produce este compuesto sobre el sistema inmune del  porcino. 

 

         Se realizaron ensayos in vitro para determinar la acción de INMD o sus componentes 

por separado sobre la producción o expresión de citoquinas en macrófagos alveolares y 

células mononucleares de sangre periférica, la activación de la fagocitosis en neutrófilos 

polimorfonucleares, la activación de linfocitos a través del estudio del receptor para IL-2 

(CD25) y la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad tipo-II (MHC-II) en 

macrófagos alveolares. Con relación a la expresión de citoquinas, pudimos observar que los 

macrófagos alveolares expresaron IL-1, IL6, IL-12 y produjeron TNF-α, pero no se detectó 

IL-10, mientras las células mononucleares de sangre periférica expresaron IL-1, IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-10, IL-12 y produjeron INF-γ.  

 

         En el estudio de efecto de INMD sobre la fagocitosis, observamos que se incrementó la 

capacidad fagocitaria de los neutrófilos polimorfonucleares produciendo un aumento del 

número de células que se activaron y fagocitaron más que un incremento de la fagocitosis 

individual. Este efecto estuvo correlacionado con  P. granulosum. Así mismo, observamos 

que INMD y sus componentes por separado indujeron la expresión de MHC-II por parte 

macrófagos alveolares, tanto en aquellos que fueron infectados con el virus de la enfermedad 

de Aujeszky como en las células que no lo estuvieron. Para CD25, observamos que INMD y 

sus componentes por separado fueron capaces de inducir la expresión de esta molécula, lo 

cual nos indica que se produjo la activación de las células mononucleares de sangre periférica.  

En este caso, la máxima expresión de CD25 se observó con INMD tanto en células infectadas 

con el virus de la enfermedad de Aujeszky como en aquellas no infectadas. 
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         Se realizaron dos pruebas in vivo. En la primera de ellas se evaluó el efecto de la 

administración de INMD utilizado como coadyuvante a la vacunación contra el virus de la 

enfermedad de Aujeszky. Con este propósito se utilizaron 85 cerdos convencionales divididos 

en dos grupos (grupo A= 43 y grupo B= 42), que fueron vacunados dos veces contra el virus 

de la enfermedad de Aujeszky. El grupo B recibió simultáneamente con la primera dosis 

vacunal, una dosis intramuscular de INMD correspondiente a 20 µg/ml de LPS y 250 µg/ml 

de P. granulosum. Se realizaron tres sangrados a los animales, antes de la primera vacunación 

y la revacunación, y cinco semanas posteriores a esta. Los sueros fueron analizados para 

determinar la presencia de gE y gB del virus de la enfermedad de Aujeszky, 

inmunoglobulinas totales (IgG1, IgG2), inmunoglobulinas especificas (IgA, IgG1, IgG2) para 

el virus de la enfermedad de Aujeszky, linfoproliferación y títulos neutralizantes frente al 

virus de la enfermedad de Aujeszky.  

 

         Al inicio del estudio,  el 97,6% de los animales del grupo A y 100% del grupo B, 

presentaban anticuerpos frente gB, mientras que el 11,6% y 19% de los animales de los grupo 

A y B, respectivamente, presentaban anticuerpos frente a gE, todos de origen maternal. Al 

final del ensayo, el 96,4% de los cerdos del grupo A y el 87,1% del grupo B eran gB+ y 

ninguno presentó anticuerpos frente a gE. Por su parte tras la primera vacunación y la 

aplicación de INMD, los animales del grupo B presentaron niveles totales de IgG1 e IgG2 

superiores que los animales del grupo A (p<0,01), diferencias que desaparecieron tras la 

vacunación. Si bien entre estos isotipos se observó la misma tendencia cuando se evaluaron 

los anticuerpos específicos frente al virus de la enfermedad de Aujeszky, esta diferencia no 

fue significativa. Con relación a las IgA, se observó que tras la revacunación el 38,48% de los 

animales del grupo B presentaban títulos ≤1:40, mientras que en el grupo A se observaron 

estos títulos en el 14,81% de los cerdos (p<0,01). En los ensayos de linfoproliferación no se 

observaron diferencias significativas entre grupos.  

 

         En cuanto a los títulos de anticuerpos neutralizantes, se observó una respuesta humoral 

primaria superior en el grupo B con respecto al grupo A (p<0,005), diferencia que desapareció 

tras la revacunación. Así mismo, en la respuesta primaria el 56,7% de los cerdos del grupo A 

presentaban títulos ≤1:4, mientras que entre el grupo B el 25,6% de los animales presentaban 

este comportamiento (p<0,05).  
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         En un segundo ensayo realizado in vivo, se evaluaron los efectos adversos que pudieran 

ocasionar la aplicación de INMD a una dosis superior a la recomendada. Para esto se 

utilizaron ocho cerdos de alta sanidad que se dividieron en tres grupos. Los animales del 

grupo A  fueron inyectados intramuscularmente con una dosis de INMD correspondiente a 1,2 

µg/kg P.V. de LPS y 16 µg/kg P.V. de P. granulosum, mientras los del grupo B recibieron 2,6 

µg/kg P.V. de LPS y 33 µg/kg P.V. de P. granulosum. Por su parte, a  los animales del grupo 

C se les administró solución salina estéril. Todos los animales fueron sangrados para 

determinar los niveles de TNF-α a las 0, 1, 2, 4, 6 y 24 horas, realizándose en cada uno de 

estos tiempos la medición de la temperatura corporal. Ninguno de los animales presentó 

signos clínicos relacionados con la aplicación de LPS y la liberación de niveles altos de 

citoquinas. 

 

         De estos resultados podemos concluir que INMD ejerce su acción sobre el sistema 

inmunitario induciendo la expresión de citoquinas, incrementando la capacidad fagocítica de 

los PMN y estimulando la expresión de MHC-II y CD25. Estos efectos pueden contribuir 

sustancialmente al mejoramiento del proceso de respuesta inmune del cerdo en enfermedades 

y vacunaciones. 
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X. SUMMARY 
 
 

           Immunomodulation is defined as the modification of the immune response by means of 

the administration of substances that possess the ability to regulate the immune system. 

INMD is an immunomodulator composed by a combination of a detoxified LPS of E. coli and 

inactivated cells of Propionibacterium granulosum that has demonstrated to have a 

modulatory effect on the immune system of the pig. In the present study we have done several 

in vitro and in vivo assays with the objective of evaluate the effects that this compound 

produces in some components of the immune system in pigs.  

 

        In vitro assays were made to determine the action of INMD and their components on the 

cytokine production or expression in alveolar macrophages and peripheral blood mononuclear 

cells, the activation of phagocytosis in polymorphonuclear neutrophiles, the activation of 

lymphocytes through the study of the IL- 2 receptor (CD25) and the expression of the major 

histocompatibility complex class-II (MHC-II) in alveolar macrophages. Regarding the 

cytokine expression, it could be observed that alveolar macrophages expressed IL-1, IL-6, IL-

12 and produced TNF-α, but not IL-10, while the peripheral blood mononuclear cells 

expressed IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 and produced INF-γ in response to INMD 

stimulation. 

 

         When the effect of INMD on the phagocytosis exerted by PMN was studied, we 

observed that the phagocytosis capability of these cells increased. This phenomenon was 

attributable more to an increase in the number of activated cells than to an increase of 

individual phagocytic ability. This effect was correlated with P. granulosum. Likewise, we 

observed that INMD and its separated components induced the expression of MHC-II in 

alveolar macrophages. Thus as well in cells infected with Aujeszky’s disease virus as in those 

that were not. Regarding CD25, we observed that INMD and its components by themselves 

alone were able to induce the expression of this molecule, a fact indicates the activation of the 

peripheral blood mononuclear cells. In this case, the maximum expression of CD25 was 

observed with INMD  both in Aujeszky’s disease virus infected cells as well as in uninfected 

ones. 
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         Two in vivo experiments were made. The first one of them the effect of the 

administration of INMD was evaluated using this product as a coadjuvant to the vaccination 

against the Aujeszky’s disease virus. With this purpose, eighty-five 8-10-weeks-old crossbred 

conventional pigs were randomly distributed in two groups (group A = 43 and group B = 42), 

that were vaccinated two times against the Aujeszky’s disease virus. Group B animals 

received simultaneously with the first vaccine dose, an intramuscular dose of INMD  equal to 

20 µg/ml of LPS and 250 µg/ml of P. granulosum. Blood was collected from all 85 animals 

before the first vaccination, before the booster and five weeks after the booster. Sera were 

analysed to determine the presence of Aujeszky’s disease virus anti-gE and anti-gB 

antibodies, total immunoglobulin load (IgG1,  IgG2) and Aujeszky’s disease virus specific 

immunoglobulins (IgA, IgG1, IgG2). Lymphoproliferation assays and virus seroneutralization 

test for Aujeszky’s disease virus were also done.  

 

         Before the first vaccination, 97.6% of pigs in group A and 100% in group B presented 

anti-gB antibodies, while 11.6% and 19% were seropositive against gE respectively. At the 

end of the trial, 96.4 % of group A pigs and 87.1% of the animal in group B were gB+ and 

none of them had anti-gE antibodies. Regarding levels of total immnunoglobulins, after the 

first vaccination group B pigs had higher levels of IgG1 and IgG2 (p<0,01) but these 

differences disappeared after the second vaccination. When evaluated Aujeszky’s disease 

virus specific antibodies, were not different between groups, except for IgA. In this case, we 

observed that after the revaccination, 38.48% of animals in group B presented titres ≤1:40, 

while in group A this was observed in the 14.81% of the pigs (p<0.01). In 

lymphoproliferation assays, significant differences between groups were not observed. 

  

         Regarding the virus-neutralizing antibodies, we observed higher titres in the group B 

animals after de first vaccination (p<0.005), differences that disappeared after the booster. 

Thus after the first vaccination, 56.7% of pigs in group A had titres ≤1:4, while thus was 

observed only in 25.6% of the animals in group B (p<0.05).  

 

         In a second in vivo assay, the adverse effects that could cause the application of INMD 

were evaluated. With this aim, eight pigs were distributed in three groups. Animals of group 

A were injected intramuscularly with a dose of INMD corresponding to 1.2 µg/kg of body 
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weight of LPS and 16 µg/ml of body weight of P. granulosum, while those in group B 

received 2.6 µg/kg of body weight of LPS and 33 µg/kg of body weight of P. granulosum. 

Animals in group C received similar volume of sterile saline solution. All the animals were 

bled to determine the levels of TNF-α to the 0, 1, 2, 4, 6 and 24 hours, taking in each one of 

these times the body temperature. None of the animals had evident adverse effects for LPS or 

produced by high levels of cytokine.  

 

         From those results it could conclude that INMD exerts its action on the immune system 

at least indicating cytokine expression, enhancing phagocytosis capabilities of PMNS and 

enhancing also the expression on MHC-II and CD25. These effects can contribute 

substantially improvement of the immune response of pigs in disease state or in vaccination. 
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XI. ANEXO 
 
Tabla 10. Principales citoquinas 
  
Citoquina Origen Diana Función 
IL-3 Linfocitos T. 

Células NK. 
Monocitos. 
Queratinocitos. 
Mastocitos. 
Cels. Endoteliales. 
 

Macrófagos. 
Eosinófilos. 
Megacariocitos. 
Basófilos. 
Cels. Precursoras. 
Mastocitos. 

Factor de crecimiento celular. 
Proliferación y desarrollo de células 
precursoras. 
Incremento de la expresión de 
receptores para CSF. 
Estimulación y quimiotaxis de 
eosinófilos. 
Proliferación de mastocitos. 
Incremento de fagocitosis en 
macrófagos. 
Inhibe expresión de MHC-II en 
mastocitos. 
Induce la expresión de receptores de 
C3a de complemento en basófilos. 
Estimula la proliferación de 
Queratinocitos. 

IL-5 Linfocitos T. Células B. 
Eosinófilos. 
Células 
hematopoyéticas. 
 
 

Factor de crecimiento de precursores 
hematopoyéticos. 
Crecimiento y proliferación de 
eosinófilos. 
Promueve la generación de linfocitos 
Tc  
Induce la expresión de receptores para 
IL-2. 
Activación y diferenciación de células 
B. 
Estimula producción y secreción de 
IgM e IgA. 

IL-7 Cels. Estromales, timo y 
médula ósea. 
Queratinocitos. 

Células B inmaduras. 
Linfocitos T. 
Macrófagos. 
Timocitos. 
 

Proliferación de linfocitos B. 
Maduración de magacariocitos. 
Proliferación de células T. 
Proliferación de timocitos. 
Producción de IL-1, IL-6 y MIP por 
parte de monocitos. 
Producción de IL-3 y GM-CSF por 
células T. 
Inhibición de la expresión de TGF-β 
por macrófagos. 

IL-8 Monocitos. 
Linfocitos. 
Macrófagos. 
Fibroblastos. 
Cels. Endoteliales. 
Queratinocitos. 
Melanocitos. 
Hepatocitos. 
Condrocitos. 
 
 

Linfocitos T. 
Neutrófilos. 
 

Activación de neutrófilos. 
Quimiotaxis. 
Inflamación. 
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IL-9 Linfocitos T. Linfocitos T. 
Cels. precursoras. 
Células B 

Proliferación de linfocitos Th. 
Potencia producción de IgG, IgM e 
IgE. 
Diferenciación de células precursoras.  

IL-11 Linfocitos T. 
Fibroblastos. 
Cels. Mesenquimales. 

Células B. 
Megacariocitos. 

Modula reacción antígeno-anticuerpo. 
Promueve producción de IL-6. 
Estimula las células B. 
Estimula los megacariocitos. 
Induce síntesis de proteínas de fase 
aguda. 

IL-13 Linfocitos Th, Th1 y 
Th2. 

Células B. 
Monocitos. 
Macrófagos. 

Modula la actividad de macrófagos. 
Reduce producción de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8) en 
respuesta a INF-γ ó LPS. 
Proliferación y diferenciación de 
células B. 
Proliferación de monocitos. 
Induce producción de IgM, IgG, IgE. 
Reduce el efecto pirógeno de IL-1 ó 
TNF. 

IL-14 Linfocitos T. 
Linfocitos B. 

Células B. Proliferación y diferenciación células 
B. 

IL-15 Linfocitos T. Linfocitos T. 
Linfocitos Th. 
Mastocitos. 
 

Proliferación de linfocitos T. 
Generación de células citolíticas. 
Maduración células NK. 
Proliferación mastocitos. 
Inhibición de apoptosis. 

IL-16 Linfocitos Tc. Linfocitos T. 
Linfocitos Th. 
Monocitos. 
Eosinófilos. 

Expresión de receptores para IL-2 en 
linfocitos T. 
Estimula migración de linfocitos Th, 
monocitos y eosinófilos. 

IL-17 Linfocitos Th. Fibroblastos. 
Cels. epiteliales. 
Células endoteliales. 
Fibroblastos. 

Incremento de la expresión de la 
molécula de adhesión-1 (ICAM-1) en 
fibroblastos. 
Estímulo secreción de IL-6, IL-8, G-
CSF y PgE2. 

IL-18 Macrófagos. 
Cels. de Kupffer. 

Linfocitos T. 
Cels. NK. 

Inducción de producción de INF-γ. 
Proliferación de linfocitos T. 
Activación de NK. 
Producción de GM-CSF. 
Inhibición de producción de IL-10. 
Incremento de producción de IL-2. 

INF-αα  Macrófagos. 
Monocitos. 
Fibroblastos. 
Cels. linfoblastoides. 
 

Linfocitos T. 
Células B. 
Células NK. 

Acción antivírica. 
Inhibe proliferación de células T y B. 
Estimula células NK. 

INF-ββ  Leucocitos. 
Cels. epiteliales. 
Fibroblastos. 

Linfocitos T. 
Células B. 
Monocitos. 

Acción antivírica. 
Incremento de expresión de MHC-I. 
Bloqueo de la expresión de MHC-II. 
Estimula células NK. 

INF-δδ Trofectodermo.  Actividad antivírica 
INF-ωω  Leucocitos.  Desconocida. 
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INF-tau 
(Trofoblasto 
proteína-1, 
Interferon 
corto 
porcino tipo-
1, 
Trofoblasto-
interferon) 

Trofoblasto.  Reconocimiento maternal. 
Establecimiento de la preñez. 
Supresión de receptores de oxitocina en 
útero. 
Antiluteolítico. 
Previene la acción inmunológica 
maternal sobre el embrión. 
Efecto antiviral. 
Activación de células NK. 
Efecto antiproliferativo e 
inmunosupresor. 

TNF-ββ  Linfocitos T. 
Leucocitos. 
Fibroblastos. 
Astrocitos. 
Cels. del melioma. 
Cels. endoteliales. 
Cels. epiteliales. 

Monocitos. 
Linfocitos B. 
Neutrófilos. 
Fibroblastos. 
 

Induce síntesis de GM-CSF, G-CSF e 
IL-1. 
Citolítico ó citostático de células 
tumorales. 
Proliferación células B. 
Quimiotaxis. 
Aumenta la fagocitosis. 
Proliferación de fibroblastos. 

GM-CSF Linfocitos T. 
Macrófagos. 
Cels. endoteliales. 
Fibroblastos. 
Mastocitos. 
Células B 
 

Macrófagos. 
Granulocitos. 
Neutrófilos. 
Eosinófilos. 
Monocitos. 
Cels. endoteliales. 
Cels. mieloides. 
Cels. Precursoras. 

Inducción de células precursoras de 
macrófagos y granulocitos. 
Quimiotaxis. 
Incremento de fagocitosis, 
metabolismo oxidativo y actividad 
antimicrobiana de neutrófilos y 
macrófagos. 
Proliferación de neutrófilos, 
macrófagos y monocitos. 

TGF-αα  Macrófagos. 
Hepatocitos. 
Queratinocitos. 
Plaquetas. 

Cels. precursoras. 
Cels. endoteliales. 
Tejido hepático. 

Control del desarrollo epidermal 
durante la gestación. 
Regeneración de tejido hepático. 
Proliferación de precursores 
hematopoyéticos. 
Proliferación de cels. endoteliales 

TGF-ββ  Hepatocitos. 
Macrófagos. 
Linfocitos. 
Cels. endoteliales. 
Queratinocitos. 
Cels. de la granulosa. 
Condrocitos. 
Células B. 

Cels. endoteliales. 
Cels. precursoras. 
Cels. epiteliales. 
Fibroblastos. 
 

Inhibidor de crecimiento de cels. 
epiteliales, endoteliales, fibroblastos, 
neuronales, linfoides, hematopoyéticas, 
hepatocitos, queratinocitos. 
Inhibe proliferación y crecimiento de 
linfocitos T, NK y macrófagos. 
Inhibe síntesis de GM-CSF e IL-3. 
Inhibe maduración de células B. 
 

 

 

          

 


