V.ESTUDIOSIN VIVO

1. MATERIALESY METODOS

1.1. Estudio A

a) Animales, gruposy tratamientos

Para evaduar la eficacia de INMD sobre la respuesta humora y linfoproliferativa d ser
utilizado como coadyuvante de la vacuna contra VEA, se utilizaron 85 cerdos convencionaes
de 8-10 semanas de edad seleccionados en una granja covenciona de ciclo cerrado de 300
madres. Higtdricamente, la mayoria de los animales de edta granja eran seropositivos a VEA
(gE), PRRS y Mycoplasma hyopneumoniae d find dd engorde. Los animaes se dividieron
deatoriamente en dos grupos (A y B) y se crotdaron para su identificacion individua. Ambos
grupos estuvieron sSituados en la misma seccion de una nave, se les ofrecia agua y dimentos ad
libitum y se sometieron por igua a la rutina de mango de la explotacion. Los procedimientos
utilizados en los animaes fueron gprobados por € CEEAH.

Los cerdos dd grupo A (N = 43) vy dd grupo B (N = 42) recibieron una doss
intramuscular, en la tabla ddl cuelo, de 10°° TCIDs, de vacuna viva atenuada, gE negativa,
contra la enfermedad de Aujeszky (Kultibiol®Aujeszky, Laboratorios Calier). Los animaes dd
grupo B recibieron smultaneamente en la tabla del cuello, pero en otro stio diferente, una dosis
de INMD correspondiente a 20 ng/ml de LPS'y 250 ng/ml de P. granulosum (1,2 ng/kg de peso
vivo de LPS'y 16 ny/kg de peso vivo de Pg). A los animaes dd grupo A se les administrd 2 ml

de solucion sdina estéril (SSE) como placebo. Todos los cerdos se revacunaron cuatro semanas

mas tarde, pero en esta ocasion no se administré dosis alguna de INMD (tabla 6).
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Tabla 6. Tratamiento delosgruposA y B.

Grupo Nro. cerdos Primeradosis Segunda dosis
A 43 vacunavivaVEA (IM) vacunavivaVEA (IM)
+ INMD (IM)
B 42 vacunavivaVEA (IM) vacunavivaVEA (IM)

VEA: virus de laenfermedad de Aujeszky, INMD: inmunomodulador, IM: intramuscular.

Previamente a este ensayo, se determind d titulo de la vacuna contra la enfermedad de
Aujeszky Utilizada (10°° TCDlsg), mediante una técnica de seroneutralizacion como la que se
describira posteriormente (Tomay Shibley, 1992).

b) Analissinmunoldgicos

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

Se redizaron tres tomas de muestras de sangre a los animdes. inmediatamente antes de
la primera vacunacion, antes de la revacunacion y cinco semanas pogteriormente a éla. Los
sueros se andizaron para determinar la presencia de anticuerpos frente a g y gB del virus de
la enfermedad de Aujeszky, utilizando para €lo un ELISA comercid, de bloqueo, segin
procedimiento descrito por € fabricante (Svanova Biotech).

b.2) ELISA parainmunoglobulinas.

Parala semicuantificacion de los isotipos 1gGL e 1gG2 totdes asi como 1gGl, 1gG2 e
IgA especificas frente VEA, e desarrollaron diferentes ELISAs. Previamente se andizaron
diferentes anticuerpos comercides para ser utilizados como anticuerpos de captura, de
deteccién o como conjugedo, a diversas diluciones y combinaciones. Para dlo se utilizd 1gG
porcina (Sigma, Ref. 1-4381) a diluciones seriadas (1:2) con una concentracion inicia de 10
no/ml hasta 0,019 ngy/ml, determinandose d mismo tiempo la sensibilidad de la técnica.
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Para la redizacion ddl ELISA de captura de las inmunoglobulines totales (1IgG1 e 1gG2)
se redizd d tapizado de placas de 96 pocillos (Costar) con un anticuerpo policlona de cabra
(IgG1) anti-lgG de porcino (Southern Biotechology) a una concentracion de 1 ng/ml en
tampon carbonato-bicarbonato (pH 9,6) incubandose toda la noche a 4°C. Todas las
incubaciones siguientes se redizaron a 37 °C durante una hora y los lavados, por triplicado,
as como las diluciones, s redizaron con PBST (PBS y 0,05% tween-20, pH 7,4). Asi

mismo todos |os reactivos y sueros se utilizaron en volumenes de 50 ni/pocillo.

Tras d tapizado de la placa, se redizo € bloqueo con ablimina s&ica bovinaa 1%y,
tras la incubacion, se dispensaron, por triplicado, los sueros de cada uno de los animaes
diluidos 1:100 para 1gG2 y 1:1600 para I1gGl. Tras la incubacion, se afiadio @ anticuerpo
monoclond de raén (IgG1l) anti-lIgG1l porcino (clon K139-3C8) o d anticuerpo monoclond
de raton (IgG1) anti-IgG2 porcino (clon K68lg2) (ambos de Serotec) segin € caso, a las
diluciones 1:200 y 1:500 respectivamente. Una vez incubados los sueros, se afadio
conjugado, un anticuerpo monoclond de rata anti-IgG1 (cadena pesada) de ratén conjugado
con peroxidasa, (clon LO-MG1-) (Labgen) a la dilucion 1:10000. Seguidamente se dispensd
e subdrato, utilizandose paa €dlo ABTS (&cido  benzotiazolina-azino-sulfonico)
(Calbiochem), deteniéndose la reaccion a los 30 minutos con HCl 0,5 M. La lectura de las
absorbancias ¢ redizd a una longitud de onda de 405 nm en un lector de ELISA
(Labsystems Multiskan C) (esquema 1).

Esquema 1. ELISA inmunoglobulinastotaes (1gG1, 1gG2)
Antigenado de placa con anticuerpo anti-1gG-porcino
Bloqueo con BSA 1%
Sueros problemas
Anti-1gG1 6 Anti-1gG2 porcino
Conjugado
Substrato

Frenado y lectura en lector de ELISA
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Los ELISASs indirectos redizados para 1gG1, 1gG2 e IgA especificos frente d VEA, se
llevaron a cabo mediante & antigenado de 48 pocillos de placas de ELISA (Codtar) con d
virus de la enfermedad de Aujeszky, utilizandose para dlo la cepa vacuna Bartha K-61, gE,
empleada en los animdes (Kultibio®Aujeszky, Laboratorios Calier), a una dilucién de 1,87 x
10° TCIDsp para los ELISAs de IgG1 e 1gG2 y de 7,5 x 10* TCIDs, para IgA, preparados en
tampon carbonato-bicarbonato (pH 9,6), incubandose toda la noche a 4°C (figura 29). Todas
las incubaciones posteriores se redizaron a 37 °C durante una hora y los lavados, por tres
veces, se redizaron con PBS-T. As mismo, todos los reactivos y sueros se utilizaron a razon
de 50 ni/pocillo. En cada placa, € reso de los pocillos Sn antigenar se utilizaron como
controles para cada uno de los sueros y, as mismo, se incluyeron pocillos para controles

positivos y negativo con sueros gB*gE y gB gE respectivamente.

Figura 29. ELISA paralnmunoglobulinas especificas frente VEA.
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Diluciéon del suero

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

un animal, excepto e color negro: controles para sueros gB 'gE’y gBgE .

Tras € bloqueo con ablmina sérica bovina d 1%, se afladieron los sueros de cada uno
de los animdes, por triplicado, a diluciones 1:20, 1:40 y 1:80. Pogteriormente se afiadio
segln la Ig a determinar, € anticuerpo monoclond de raton (IgGl) anti-lgGl de porcino
(2:200) (clon K139-3C8), d anticuerpo monoclond de raton (IgGl) anti-lgG2 de porcino
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(1:500) (clon K68Ig2) o d anticuerpo monoclonaes de raton (IgGl) anti-lgA de porcino
(1:8.000) (clon K61 1B4) (todos dlos de Serotec). Tras la incubacion y lavados, se dispensd
e conjugado, consstente en un anticuerpo monoclonal de rata (IgGl) anti-IgGl de ratdn
marcado con peroxidasa (clon LO-MG1-) a las diluciones 1:8.000 para 1gG2 e IgA y
1:10.000 para 1gG1l. Seguidamente se afiadio € substrato (ABTS), deteniéndose la reaccion a
los 30 minutos con HCl 0,5 M. La lectura de las absorbancias se rediz6 a una longitud de
onda de 405 nm en € lector de ELISA (esquema 2). Las absorbancias obtenidas (densidad
Optica) en ambos ELISAs (anticuerpos totales y especificos) se expresaron como una ratio
entre la densidad Optica corregida para cada muestray ladel control positivo.

Esquema 2. ELISA parainmunoglobulinas especificas anti-VEA (1gG1, 1gG2, IgA)

Antigenado de placacon VEA

v

Bloqueo con BSA 1%
Sueros problemas
Anti-1gG1 6 Anti-1gG2 6 Anti-IgA
Conjugado
Substrato
Frenado y lectura en lector de ELISA
Para la determinacion de IgM, e redizaron ELISAs indirecto y de captura Sin

embargo en ninguno de dlos pudimos discernir con seguridad la diferencia entre los sueros
IgM+ e IgM- debidos a los dtos niveles de ruido de fondo, por 1o que estos datos no fueron

induidosen d andiss
c) Linfoproliferacion
B esudio de la capacidad de linfoproliferacion especifica frente d VEA e redizd

utilizando un ELISA comercid (Cel Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Boehringer

Mannheim) que permite medir cuantitativamente la proliferacion cdular mediante la técnica

80



colorimétrica basdndose en la incorporacion de Bromodeoxiuridina (BrdU) en € DNA

durante su sintesis en las céulas en proliferacion.

Una vez obtenidos las PBMC de los animdes dd ensayo, como se ha descrito
anteriormente, se gustaron a una concentracion de 3x10° cdulagpocillo, incubdndose
durante 48 horas con PHA (10myml), VEA (3x10* y 3x10° TCIDsp) y sn esimular.
Findizado este tiempo, se afadieron 10 ni/pocillo de BrdU tras lo cud los cultivos se
incubaron durante 24 horas més. Pasado este tiempo, se redizd la remocion de las cdulas
procediéndose d secado del fondo de los pocillos mediante aire caliente. Posteriormente se
redizo la fijacion y desnaturdizacion ded DNA durante 30 minutos a temperatura ambiente
para afedir € anticuerpo anti-BrdU conjugado con peroxidasa, incubandose durante 90
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se redizaron tres lavados con PBS para a
continuaciéon colocar @ subgtrato (TMB) vy redizar la lectura de las absorbancias en € lector
de ELISA aunalongitud de onda de 450 nm.

d) Titulosde anticuerpos neutralizantesfrenteal VEA

La determinacion de los titulos de anticuerpos neutrdizantes frente d VEA < llevd a
cabo mediante la redizacion de la técnica de seroneutralizacion en placas de 96 pocillos
(Toma y Shibley, 1992), utilizando para dlo la linea cdular PK-15 (cdulas de rifidn

porcino), realizandose € andliss de sueros por duplicado.

En primer lugar se colocaron los sueros a andizar en placas de 96 pocillos (100
m/pocillo) redizando una dilucion doble de cada uno de dlos (/4 hasta 1/256).
Pardelamente, se colocaron controles poditivos, negativos, de citotoxicidad de los sueros y €
suero estandar de la OIE. Seguidamente se dispensaron 50 mi/pocillo dd virus de la
enfermedad de Aujeszky (Cepa Juanola) a una concentracion de 2x10° TClIDso/50 i,
incubandose durante 1 hora a 37°C y 5% de CO,. Al cabo de este tiempo se afladieron las
céulas PK-15 (150 ni/pocillo) a una concentracion de 150.000 cdlulag/ml, incubandose
durante 7 dias a 37 °C en atmosfera himeda con 5% de CO».

81



La observacion de los cultivos se redliz6 todos los dias para detectar € efecto citopéatico
sobre las cdulas por pate dd VEA. El titulo de cada suero se determind como la maxima
dilucion a la cud s encontr6 € tapiz cdular intacto. Edte titulo es expresado como titulo
medio geométrico (TMG) (antilog, de lamedia aritméticadd titulo) (Thrusfield, 1995).

1.2. Estudio B

Para determinar los efectos adversos que se pudieran derivar de la aplicacion de INMD a
una doss superior de la recomendada por € fabricante, se utilizaron 8 cerdos de ata sanidad
gportados por € IRTA. Estos animaes se distribuyeron en tres grupos siendo aojados en una
misma nave de la granja de la Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona
Todos los animaes se sometieron por iguad ad mango rutinario redizandose todos los dias la
obsarvacion de los cerdos. Los procedimientos a los que se sometieron los animaes fueron
aprobados por e CEEAH.

A los animaes dd grupo A e les adminigré intramuscularmente en la tabla dd cuello 5
ml de INMD (1 mi/kg P.V.) (1,2 ng/kg P.V. de LPS 'y 16 ng/kg P.V. de Pg) de acuerdo a la
recomendacion del fabricante. Los cerdos del grupo B recibieron 10 ml de INMD (2 mi/kg
P.V.) (2,6 ngkg P.V. de LPSy 33 ng/kg P.V. de Pg), mientras que a los cerdos del grupo C se
lesadministro 5 ml 'y 10 ml de SSE respectivamente como placebo (tabla 7).

Todos los animaes fueron examinados alas O, 1, 2, 4, 6 y 24 horas posteriores a la
adminigracion de INMD. En cada una de edtas observaciones se obtuvieron muestras de
sangre para determinar los nivdes de TNF-a y, ad mismo, s rediz6 la medicion de la

temperatura corpora.
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Tabla 7. Tratamiento de los cerdos

Dosis'
LPS Pg
Grupo (ng/kg PV) (na/kg PV)
A 1,2 16
B 2,6 33
C 0 0

1Grupo A: 5 ml de INMD intramuscular.

'Grupo B: 10 ml de INMD intramuscular.

1Grupo C: 5 ml y 10 ml de solucion salina estéril intramuscular.
LPS: lipopolisacarido.

Pg: Propionibacterium granulosum.

PV: Peso vivo.

2. ANALISISESTADISTICOS

Se redizaron los andlisis de los datos obtenidos en los diferentes ensayos (in vitro e in
vivo) mediante edadidica descriptiva (andiss de la varianza, andiss de regresdn, Chi
cuadrado y test Kruskal-Walis), utilizando para dlo d paquete estadistico Epi-Info verséon
6.04 (Dean et al., 1996).
3. RESULTADOS
3.1. Estudio A

3.1.1. Andlisisinmunoldgicos

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

En la tabla 8, se puede observar d porcentge de animaes postivos a gB y gE tras
redizarse cada una de las digtintas tomas de sangre. Se observa un dto porcentge de animaes

con anticuerpos frente a gB™ y gE", de origen materna, a inicio dd estudio. Tras la segunda
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vacunacion, la mayoria de los animales de ambos grupos presentaron anticuerpos frente gB*

desapareciendo los anticuerpos gE".

Tabla 8. Porcentgjes de animales que presentaban anticuerpos anti-gB 6 anti-gE.

Primer sangrado Segundo sangrado Tercer sangrado

(8-10 sem. de edad) (12-14 sem. de edad) (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 parainmunoglobulinas totales

En € momento de la primera toma de sangre, laratio para 1gG1 de los grupos A (1,115) y
B (1,069) fueron smilares, sendo probablemente estos anticuerpos de origen maternal. Tras la
adminigtracion de la primera dosis vacund (grupos A y B) y la doss 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). Egtas diferencias desaparecieron en la terceratoma de sangre.

Para 1gG2, los resultados obtenidos fueron smilares, aunque inferiores, a los de la 1gGL,
encontrandose asi mismo una diferencia sgnificaiva en los animaes dd grupo B (0,707) con
respecto alos de grupo A (0,375) (p<0,01).

c) ELISA parainmunoglobulinas especificas frente a VEA

A diferencia de los resultados anteriores, no se observaron diferencias sgnificativas para
las Igs especificas entre las vacunaciones. Sin embargo, para los isotipos 1gGl e IgA, s
encontraron tendencias a la sgnificacion entre los grupos. En € caso de 1gGl, esta tendencia
se observd en d grupo B tras la primera vacunacion (p=0,06), mientras que para € isotipo
IgA, se evidencié posteriormente a la revacunacion (p=0,08). Por otra parte, d agrupar los
animaes de cada grupo por titulos (£1:20; 3 1:40) se observo que un porcentgie significativo
de animdes dd grupo B (25%), presentaban un titulo 3 1:40 para € isotipo IgA tras la
segunda vacunacion (p<0,005). Asi mismo, se observd un mayor porcentgie de animaes de
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grupo B (38,48%) que presentaban titulos igudes o superiores a 1:40 comparado con €
grupo A (14,81%) (p<0,01).

d) Linfoproliferacion

Antes de la primera vacunacion, todos |os animaes presentaron una respuesta negetiva ante
e VEA en la prueba de proliferacion cdular (densidad éptica 0,035 + 0,124 para € grupo A y
0,022 + 0,020 para & grupo B) aunque todos los grupos respondieron ante PHA (A = 0,736 +
0,183; B = 0,681 + 0,121). Tras la redizacion de la vacunacion, no se observaron diferencias
ggnificativas entre los grupos (A = 0,008 £ 0,015; B = 0,039 *+ 0,053). Tras la segunda
vacunacion, s bien la lectura de las absorbancia se increment6 en ambos grupos (A = 0,136 +
0,122; B = 0,101 £ 0,099), éstas fueron bgjas comparadas con las PBMC estimuladas con PHA
(A = 1,283 + 0,716; B = 0,871 £+ 0,605), no encontréndose diferencias significetivas entre
grupos.

e) Titulosde anticuerpos neutralizantes frente a VEA

Al inicio ddl ensayo, se observo que los TMG obtenidos para cada grupo eran smilares
(grupo A = 6,1 £ 2,1; grupo B = 5,3 + 2). Cuatro semanas después de la primera vacunacion, €
TMG fue dgnificativamente superior en € grupo B (17,1 + 4) respecto a grupo A (6,5 = 4,3)
(p<0,005). Tras la segunda vacunacidn, s bien la tendencia se mantuvo (14,9 + 5,3 grupo B;
10,6 + 3,7 grupo A), ladiferencia no fue sgnificativa (figura 30).
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Figura 30. Titulo medio geométrico de anticuerpos neutrdizantes frente d VEA d inicio de
ensayo Y tras las vacunaciones redlizadas.

TMG 18+
16+
141
121
101

1° 2% Ky
Muestreos

O Grupo A B Grupo B

TMG: Titulo 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 animaes por cada uno de los titulos seroneutrdizantes obtenidos
(diluciones seriadas 1:2 a 1:256), se pudo observar que antes de la primera vacunacion, la
digribucion de los titulos de anticuerpos neutrdizantes para VEA eran smilares entre los dos
grupos (figura 31). Sin embargo, cuatro semanas pogteriores a la primovacunacion, d 56,7% de
los animaes dd grupo A (24 de 41) eran seronegativos o presentaban titulos neutraizantes
iguaes o inferiores a 1:4, mientras que & 25,6% de los cerdos dd grupo B (10 de 39) eran
seronegativos 0 presentaban titulos inferiores a 1:4 (p<0,05) (figura 32). Eda diferencia

desaparecio tras la segunda vacunacion.
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Figura 31. Didribucidon de los titulos seroneutrdizantes para € VEA previo a la primera

vacunacion.

Proporcion

O T T T T T T
0 2 4 8 16 32 TSN

O Grupo A EGrupo B

TSN: titulo seroneutralizante; Grupo A: animales vacunados contra el virus de laenfermedad de Aujeszky; Grupo

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

Figura 32. Didribucion de los titulos de seroneutrdizacion para € VEA poderior a la

gplicacion de la primera vacunacion.
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TSN: titulo 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. EstudioB

Ninguno de los cerdos de los tres grupos manifestaron sintomeas de dolor, vomito, anorexia,
diarea, letargia, decamiento generd, shock o ficbre dta (3 41 °C) dentro de las 24 horas
posteriores a la administracion de INMD (tabla 9). Asi mismo, ninguno de los cerdos presentd
niveles medibles de TNF-a, excepto € cerdo nimero 3 (grupo A) que tuvo niveles de 10 pg/ml
1 horaluego de administrado € producto.

Tabla 9. Maxima temperaturarectal por grupo en cerdos inyectados con INMD o placebo.

Grupo" Numero del cerdo oC*®
A 1 40,76
B 4 40,79
C 8 40,00

1Grupo A (cerdos 1, 2y 3): 1,2 ng/kgde LPSy 16 ny/kg de Pg
1Grupo B (cerdos 4, 5 6) : 2,6 my/kg de LPSy 33 ny/kg de Pg.
1Grupo C (cerdos 7y 8) : solucién salina estéril.

2M aximatemperaturarectal en un periodo de 24 horas (P>0.05).
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VI.DISCUSION

En las Utimas décadas, s ha edudiado la €ficacia de digintos compuestos
inmunomoduledores  con  relacidon  a diversas  infecciones, procesos  Cancerosos,
inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunes de importancia en medicina humana. Estos
compuestos también se han utilizado en veterinaria con @ objetivo de incrementar la resstencia
a enfermedades, lo que permitiria minimizar & impacto econdmico de las mismas actuando
como dternativa o complemento a otras medidas sanitarias y de mango (Blecha, 1988; Kehrli
y Thot, 1990; Mulcahy y Quinn, 1986; Quinn, 1990; Stipkovitset al., 1998).

B inmunoterdpico INMD combina LPS y Pg, componentes que han demostrado tener la
cgpacidad de etimular y regular la respuesta inmunitaria en personas y animaes (Ko et al.,
1981; Norimasu et al., 1995; Pang et al., 1994; Roszkowski et al., 1980). Ad migno, la
combinacion de ambas sustancias puede dar lugar a efectos snérgicos que incrementan su
efectividad como inmunomodulador (Okamura et al., 1982; Okamura et al., 1987). En €
presente estudio hemos redlizado una serie de ensayos in vitro e in vivo con € fin de conocer las

bases inmunitarias de la. accion de INMD.

1. Ensayosin vitro

a) Sobrelaexpresion de citoquinas

Los resultados obtenidos en los experimentos in vitro muestran que INMD induce la
expresion y/o secrecion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1, 1L-6 y TNF-a. Estas citoquinas
forman parte importante dd complgo de eventos de la respuesta inicid frente agentes
infecciosos d poseer un espectro de actividad amplio que les permiten actuar sobre diferentes
tipos celulares, fundamenta mente macréfagos.

La induccion de la expresion de estas citoquinas podria ser debida, mayoritariamente, ala
accion dd LPS, ya que este componente ha demostrado poseer la capacidad de producir la
activacion de monocitosmacrdfegos y linfocitos con la consecuente produccion y liberacion de

las citoquinas pro-inflamatorias, (Adams et al., 1990; Chensue et al., 1991; Fernandez-Botran et
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al., 1996; Klir et al., 1997; Scamurra et al., 1996). Sin embargo, las bacterias pertenecientes a
género Propionibacterium también han demostrado ser capaces de inducir este €fecto,
epecidmente para IL-1 y TNF-a (Mori et al., 1994; Rossoll et al., 1990). La capacidad de
INMD para inducir estas citoquinas pro-inflamatorias podria determinar la utilidad dd producto
segin € tipo de proceso en € que se aplique. En este caso particular, podria ser Util en
stuaciones en las cudes fuese adecuado un tipo de respuesta inflamatoria en patologias que
cursan con invasiones bacterianas como en problemas respiratorios causados por bacterias,

madtitis bacterianas, etc.

Ad mismo, INMD indujo dgnificativamente la secrecion de INF-g en las PBMC
estimuladas con € producto. Este hecho se ha observado en personas y ratones en los que se
obtuvo un incremento de los niveles de produccion de INF-a, INF-b e INF-g como respuesta
a un snergismo entre LPS y Propionibacterium (Okamura et al., 1982; Okamura et al., 1987,
Sugiyama y Epgein, 1978). Sin embargo, en muchos de estos ensayos, a contrario que en los
nuestros, Propionibacterium fue administrado previamente a LPS. La capacidad de INMD
para inducir esta secrecion refuerza la idea de que este compuesto induce una estimulacion de
tipo inflanatorio con activacion de macréfagos. Ademas, la produccion de INF-g puede

inducir un estado antivirico, importante en procesos infecciosos de relevanciaen € cerdo.

Por otra parte, los macréfagos aveolares y PBMC estimulados con INMD expresaron IL-
12, componente critico para € desarrollo de la inmunidad tipo Thl (Biron y Gazzindli, 1995).
Estudios anteriores han demostrado la relacion entre la secrecion de IL-12 y la induccidn de la
liberacion de INF-g por parte de cdulas NK y células T en una retrodimentacion positiva que
induce la activacion de macréfagos y cdulas NK (Foss et al., 1999). La elaboracion de estas
citoquinas durante procesos infecciosos es prioritaria para la activacion de macréfagos, la
inhibicion de la replicacion virica y promocion de una respuesta inmune de tipo Thl (D'Andrea
et al., 1992; Scamurraet al., 1996; Schijset al., 1995)

En diversos ensayos se ha comprobado que tanto € LPS como Propionibacterium
esimulan la produccion de IL-12 en macréfagosy PBMC (Foss et al., 1999; Hume et al., 2001,
Masui et al., 1997; Reddy et al., 2000; Verhassdlt et al., 1997). La induccidn de la produccion
de INF-g por pate de IMMD podria ser debido a una estimulacion directa sobre linfocitos,
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céulas NK u otras, 0 bien tener como mecanismo la induccion de la produccion de IL-12. En
PBMC de ratones pre-tratados con Propionibacterium acnes a los que posteriormente se les
administré LPS, en presencia de IL-12, se incrementaron consderablemente los niveles de
INF-g (Okamura et al., 1987). Otros autores han observado que Propionibacterium produce
un incremento en la produccion de INF-g d edimular la produccion de IL-12 en los
meacréfagos (Roszkowski et al., 1990).

A pesar de observarsein vitro laexpresion de IL-12 através de RT-PCR en los macréfagos
dveolares y PBMC de cerdos estimulados con INMD, en d ensayo de linfoproliferacion no se
observaron diferencias entre los animaes sdlo vacunados y los que recibieron INMD. En
ensayos redizados en PBMC de porcinos, INMD combinado con un mitdgeno, a dosis
subdptima, presenta una actividad proliferativa (Alvarez et al., 1998). Podriamos explicar esta
discrepancia mediante cuatro hipotesis:

1) En primer término se podria pensar que no se produce la secrecion de otras citoquinas,
principdmente IL-2, que participan de adguna manera en la linfoproliferacion (IL-4, IL-6,
INF-g). Sin embargo en nuestros ensayos se determiné la produccidn de INF-g asi como la
expresion de CD25, lo que podria sugerir la produccién de IL-2. Se han realizado ensayos en
los que se ha observado que IL-2 puede inducir la expresion de CD25 (Sereti et al., 2000),
sn embargo, en agunos de dlos no se han observado correlacion entre la expresion de este
receptor y laproduccion de IL-2 (Lai et al., 1991).

2) En segundo término, se sabe que la infeccion por Herpesvirus en PBMC reduce la respuesta
proliferativa de estas cdulas, incluso a mitogenos e IL-2, lo que podria estar relacionado con
una disminucién en la produccion de I1L-12 (Carter et al., 1989; Chinsakcha y Malitor 1992;
Lan et al., 1996). Es posible que & periodo de exposicién de las PBMC d VEA durante la
elaboracion de ELISA (72 horas) haya causado una disminucion de la respuesta proliferativa
delas PBMC.

3) As mismo, podriamos asumir que los macréfagos, a pesar de expresar IL-12 tras la
edimulacion con INMD, no la secretan. En este caso se produciria un incremento de la
transcripcion de RNA, un incremento dd nimero de cdulas que expresan IL-12 o una
reduccion de la degradacion de la misma (RNA). En € caso de ser edta teoria correcta, dlo

implicaria la exigencia de dguin mecanismo de regulacion post-transcripciond. Edta
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divergencia entre la expresion y produccion se ha observado, in vivo con TNF-a, en ratones,
donde se determind por RT-PCR un incremento de los niveles de expreson de eta citoquina
pero no se detectd en suero mediante ELISA (Favre et al., 1997). Sin embargo en € cerdo,
Vefallie et al. (2001) observaron en otras citoquinas (IL-10, INF-g), una correlacion entre
su expresion, analizadas por RT-PCR, y la secrecion de las mismas.

4) Por Ultimo existe la posbilided de que € ELISA comercid utilizado para determinar la
linfoproliferacion no sea lo suficientemente sensble como para poder distinguir diferencias

en lalinfoproliferacion, S es que las hubo, en este caso concreto.

Con relacion a IL-4, pudimos observar su expresdn tanto en macrofagos aveolares como
en PBMC. Eda citoquina actia de manera determinante en la polarizacion de la respuesta
inmune. S esta expresion se traduce en secrecion, podriamos pensar que INMD podria actuar en
laclonacion delas cdulas Th aTh2 y controlar la polarizacion Thl.

Respecto a IL-10, se observo su expresion a cabo de las 24 horas de estimulacion en las
PBMC, no as en los macréfagos dveolares. La IL-10 es un importante regulador de los
mecanismos inmunes d inhibir la activacion de monocitosmacréfagos, cdulas NK, Thi,
suprimir la inmunided cdular e inhibir la expreson de MHC-IlI y podrig, por lo tanto,
producirse como un mecanismo de regulacion naturd (Armstrong et al., 1996; Brown et al.,
1994; Pretolani y Goldman, 1997), aunque no se puede descartar que su expresion fuese
inducida por un efecto tardio de INMD.

b) Sobre lafagocitosis de los neutrofilos polimorfonucleares

INMD tuvo un efecto podtivo sobre la fagocitoss a incrementarla congderablemente,
hecho que estuvo corrdacionado bésicamente con € componente Pg. Sin embargo,
observamos que  aumento de la capacidad fagocitica se debid a un incremento en @ ndimero
de cdulas que s activaron y fagocitaron més que a un incremento de la capacidad fagocitica
individud. Este aumento de la fagocitoss por pate de Pg se ha observado en macrofagos
murinos y humanos (Roszkowski et al., 1980; Roszkowski et al., 1990).
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Es podble que d Pg edimule la induccion de algin factor, como podria ser una
quimiogquina y/o citoquina, que produzca un incremento en d nimero de cdlulas activadas
para fagocitar. Se sabe que los neutrdfilos son células receptoras y productoras de una serie de
ctoquinas y quimiogquinas que pueden, ademas de actuar como sustancias quimiotacticas,
incrementar la activacion y capacidad fagocitica de los neutrdfilos aumentado su activided
antibacteriana (Cassatella, 1995; Reinard et al., 2000). En estudios redizados en PMN de
bovinos, se ha observado que @ TNF-a incrementa la actividad fagocitica y bactericida en
edas cdulas (Reinard et al., 2000). En humanos, la IL-8, IL-13, IL-15y & péptido activador
de neutréfilos2 (NAP-2), incrementan la produccion de citoquinas, quimioquines y la
fagocitoss en neutrdfilos (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). Cua de estas sustancias
u otras pudo estar involucrada en la activacion de neutrdfilos resulta, por ahora, desconocido
para nosotros. En macr6fagos se ha comprobado que d efecto de las citoquinas que se
producen como respuesta a la administracion del Propionibacterium, podrian influir en
incremento de la endocitosis, pinocitosis, fagocitoss y € aumento de macréfagos activados
(Billiau, 1996).

Los neutrdfilos a pesar de ser cdulas muy importante por su funcion fagocitaria, son
fagocitos que directamente no son capaces de desplegar su méximo potencid fagocitico y
bactericida, teniendo una limitacidbn y menor cgpacidad de fagocitoss y diminacion de
agentes externos en comparacion con los monocitosmacréfagos. Sin - embargo, estos
mecanismos se ven incrementados por parte de los PMN por contacto previo con un agente
primario o un factor antes de redizar la fagocitoss (Reinard et al., 2000). Por este motivo,
sustancias con la capacidad de producir un efecto estimulante directo o indirecto sobre estas
cédulas, incrementando su indice de fagocitosis, son interesantes para mgorar u obtener una

adecuada respuesta frente a infecciones bacterianas.
c) Sobrelaexpresion de MHC-I|
Nuestros resultados indican que los macréfagos aveolares expuestos a los diferentes

edimulos expresaron MHC-1I. As en macrofagos no infectados, la mayor expreson se

obtuvo con INMD. Por d contrario, entre los macréfagos aveolares infectados con € VEA,
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la méxima expreson de MHC-11 se obtuvo con LPS. Reaulta llamativo que fuesen estimulos
diferentes los que indujeron la maxima expresén de MHC-II en cdulas no infectadas
(INMD) y en céulas infectadas con VEA (LPS). Eda discrepancia podria atribuirse,
hipotéticamente, a la modificacion de la funcionabilidad de macréfago dveolar que

produciriad virus.

Ad mismo, observamos que la infeccion de los macréfagos adveolares durante 18-20
horas con VEA produyo un incremento los nivedes de expreson de MHCHII,
independientemente  ded  estimulo  utilizado. En infecciones con Herpesvirus en  bovinos
(BHV-1), se ha observado un ligero incremento de la expreson de MHC-1I en los macrofagos
aveolares entre las 24 y 96 horas post-infeccion (Bidefddt y Babiuk, 1986). Por otra parte,
en macrofagos pre-tratados con LPS se ha observado un potencia incremento de la respuesta
inmune de los macréfagos frente a antigenos (Alving, 1993). Por este hecho, se podria pensar
gue la etdimulacion redizada con LPS podria inducir en d macréfago un edado de
senshilidad o preparacion que le permitiria reaccionar de manera més intensa en @ pogerior

contacto con € VEA, aunque esto no se observaria en la combinacion de LPSy Pg.

Una de las caracteristicas de los macréfagos estimulados con LPS es la expresion de
MHC-1I en la supeficie cdular (Alving, 1993; Behbehani et al., 1985, Marshdl y Ziegler,
1989). En macrofagos de ratones se ha comprobado que durante la infeccion de bacterias
gram negaivas € LPS incrementa la induccion de MHC-II (Marshdl y Ziegler, 1989). Este
efecto de LPS podria redizarse de dos maneras, bien por un efecto directo sobre €
macrofago 0 mediante la induccion de la produccion de agun factor soluble como IL-1 o
INF-g (Behbehani et al., 1985). En nuestros ensayos observamos la induccion de la expresion
de IL-1 por parte de los macréfagos aveolares estimulados con INMD y VEA, asi que podria
suponerse que d incremento de la expreson de MHC-II, en las céulas etimuladas con LPS e
infectadas con VEA, podria producirse por edta via, ya que entre las céulas no infectadas, s

bien & LPS estimul6 la expresién de MHC-11, éste no fue é mayor indice de expresion.
Por otra pate, en nuestros ensayos, Pg fue € segundo estimulo que indujo la méxima

expreson de MHC-II, tanto en las cdulas infectadas como las que no 1o estaban. En estudios
redizados utilizando d muramil-dipéptido, componente de Propionibacterium, se ha
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observado un ligero incremento de la expreson de MHC-I1 aunque no de manera sgnificativa
(Behbehani et al., 1985). En otros estudios, P. acnes, ha demostrado su capacidad para inducir
la expreson de MHC-II en macréfagos peritoneales de ratones (Woods et al., 1997). Sin
embargo, en fagocitos derivados de médula Gsea de ratones, expuestos por 24 horas a P.
acnes, no e observd un incremento sgnificativo de la expreson de MHC-1I comparado con
otros estimulos (Listeria, INF-g y linfoquina activadora de macréfagos) (Kdler et al., 1988).
Es posible que diferentes especies presenten ditinto tipo de respuesta alos mismos estimul os.

Edta induccion de MHC-1l por parte de INMD en los macrdfagos aveolares podria
favorecer la presentacion de antigenos por parte de estas cdulas y, probablemente,

contribuiria a desencadenar de una manera més répida e intensala respuestainmune.

d) Sobrelaexpresion de CD25

INMD y cada uno de sus componentes produjeron la activacion de las PBMC,
observandose un efecto sinérgico en la expresén de CD25 como respuesta a la combinacion
de LPS y Pg. Este hecho nos indicaria que INMD seria cgpaz de actuar directamente sobre
edas céulas o indirectamente, a través de la produccion y liberacion de citoquines como

TNF-a elL-1, parainducir su activacion.

Utilizando monocitos humanos, se ha comprobado que LPS puede inducir la expresion
de CD25 (Kniep et al., 1992; Scheibenbogen et al., 1992). Asi mismo, Propionibacterium
puede inducir la activacion de linfocitos (Roszkowski et al., 1980). En d mencionado estudio,
la activecion linfocitaria se midié a través dd transporte de iones en la membrana asi como la
induccidon de la sintesis de RNA, sn embargo, no e determing la expreson de CD25. En
nuestros ensayos comprobamos que Pg en cerdos sanos induce la expresén de CD25,
indicando que se produjo activacion celular. Es posible que @ incremento de la expreson de
CD25 en las cdlulas estimuladas con INMD se deba a la suma de efecto de sus compuestos
sobre las PBMC. Otros autores (Alvarez et al., 1998), han obtenido induccion de la expresion
de CD25 en PBMC de porcinos estimuladas con INMD, s bien d incremento no fue
ggnificaivo.
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En nuestros ensayos, entre las PBMC infectadas, procedentes de animaes no vacunados
frente d VEA, observamos la mayor expresién de CD25 con INMD, sin haber diferencias
sgnificativas en € porcentge de expresdn con las cdulas no infectadas. Posteriormente a la
adminigracién de la vacuna contra la enfermedad de Aujeszky, se mantuvo INMD como €
esimulo que indujo la mayor expreson de CD25 aunque también se incrementd la expreson
entre todos los estimulos, incluyendo @ vaor basd (de 3,22% + 0,88 a 14,62% * 0,97). Sin
embargo, en este caso tampoco se observo diferencias entre los grupos de céulas Sn infectar
y las que fueron infectadas con VEA, donde se esperaria un incremento de la expresiéon de
CD25. Otros autores han realizados ensayos en bovinos y humanos con Herpesvirus donde la
infeccion de PBMC induce un incremento de la expresén de CD25 (Carter et al., 1989;
Koideet al., 1998; Lan et al., 1996; Vockerodt et al., 2001).

La smilitud de porcentge de expreson de CD25 entre las PBMC sn infectar e
infectadas con VEA, podrian explicarse, posblemente, como un efecto debido a las
condiciones de los animaes. Las muestras utilizadas pertenecian a cerdos de control de un
experimento de infeccion redizado por otro grupo de invedigacion. Entre las tomas de
muestras transcurrieron 15 dias, con la redizacion de la vacunacion frente d VEA, sas dias
antes del segundo sangramiento. Cabe la posbilidad que en @ momento de la primera toma
(12-13 semanas de edad) estos animdes aln tuvieran anticuerpos maternales por 1o que no
respondieron como se esperaba a la vacunacion y a la estimulacion de sus cdulas con € VEA.
Por otra parte, para la segunda toma de muestra es posible que a haber transcurrido apenas
ses dias desde d momento de la vacunacion, ain no fuese detectable una respuesta ligada a
CD250IL-2.

2. Ensayosin vivo

Es frecuente que a vacunar lechones frente d virus de la enfermedad de Aujeszky a la
entrada en trandcion (8-10 semanas de edad), muchos de dlos aln posean anticuerpos
maternales y que por este u otros motivos, la respuesta a una primovacunacion no sea
eficiente. Por otro lado, 9 bien la presencia de la inmunidad pasva anti-VEA reduce la
gravedad del cuadro clinico s los lechones se infectan, ésta no previene completamente €

edtablecimiento de la infeccion ni la pogterior excrecion virica. Ademas, la presencia de estos
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anticuerpos de origen maternd puede bloquear € desarrollo de una respuesta inmune activa a
redizarse la vacunacion (Boumaeet al., 1998; Kimman, 1993; Van Oirschot, 1987).

En € estudio A, se observo que en cerdos con anticuerpos maternales frente VEA a los
que e les administré6 smultaneamente la vacuna e INMD, se redujo la proporcion de animales
gue no responden adecuadamente a la primera alicacion de un antigeno, incrementando
significativamente € porcentge de animaes con titulos seroneutrdizantes 2 1:4 tras la primera
vacunacion. El incremento de esta respuesta humord ante la gplicacion de la vacuna para €
VEA e INMD podria atribuirse a una serie de hechos se podria inducir una mayor o més
eficiente presentacion de antigeno por parte de los macréfagos u otras APC y un aumento de la
activacion celular. En nuestros ensayos in vitro, observamos que INMD era capaz activar los
macréfagos y linfocitos induciendo la expreson de MHC-II y CD25, tanto en macrofagos
dveolares y PBMC infectadas o no con VEA, lo que reforzaria la idea de la presentacion de
antigeno y activacion como la principd via para d incremento de la respuesta humord. Asi
mismo, se podria pensar en un incremento de la produccidn de anticuerpos bien sea por un
aumento en la actividad cooperadora de las cdulas CD4 0 a un estimulo directo de las cdlulas B,
hecho que se ha observado por parte del LPS (Jacobs, 1982).

Eda diferencia en los titulos seroneutrdizantes no se mantuvo tras la revacunacion. Esto
podria deberse a que inicidmente se produce una respuesta primaria intensa, posiblemente por
parte de IgM, que desaparece posteriormente. Sin embargo, cabria la poshilidad de que se
produjese una saturacion de la respuesta humoral o, por otro lado, un corto efecto de la
estimulacion por parte de INMD. Todos estos hechos nos podrian indicar que la administracion
in vivo de INMD junto a este antigeno virico, incrementa la eficiencia de la respuesta primaria,
incluso en cerdos que poseian niveles moderados de anticuerpos caodraes frente d VEA. En un
ensayo previo redizado en d estudio B (datos no presentados), se evalud la cinética de aparicion
de anticuerpos neutrdizantes frente d VEA tras la vacunacion. Cinco dias poderiores a la
vacunacion, 25% de los animales eran postivos, observandose una seroconversion en € 100%
de los animades a los 11 dias, no exigtiendo diferencia en € tiempo de aparicion y duracion de los
anticuerpos neutrdizantes entre € grupo de animaes tratados con INMD y d grupo Unicamente
vacunado. Utilizando cepa Bartha, en animades con inmunidad pasiva, Kimman et al. (1992),
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observo la gparicion de anticuerpos neutraizantes entre 8 y 10 dias, niveles que se mantuvieron
hasta terminado dicho ensayo (100 dias).

Teniendo en cuenta que la entrada en @ engorde es uno de los momentos criticos para la
crculacion dd VEA en una granja, podria suponerse que la administracion de este
inmunomodulador en la primovacunacion, contribuiria sustancidmente en la reduccion de
nimero de animaes susceptibles a la infeccion del VEA durante este periodo, contribuyendo
a homogendza € edatus inmunitario entre la mayoria de los lechones en una
primovacunacion. Esto seria particulamente importante en aguellas granjas  endémicamente
infectadas en las que es necesario un buen gporte de anticuerpos maternales pero, a la misma
vez, una vacunacion lo antes podble As mismo, s pudo observar que este
inmunomodulador no interfiere de ninguna manera en la seroconverson de los animaes
frente a VEA, 9no que d contrario, potencia la respuesta inmune de los animdes frente a la
aplicacion de la vacuna con un ggnificaivo incremento de la produccion de anticuerpos
seroneutrdizantes. Se sabe que en cerdos con inmunidad materna frente VEA, se produce una
temprana diminacion de cdulas infectadas por parte de los linfocitos CD8 y otros tipos
cdulares, con lo cuad no se desarrallan linfocitos B de memoria los cudes son muy importantes

parainducir una adecuadainmunidad vacuna (Kimman et al., 1992).

Nuestros resultados para los isotipos 1gGl e 1gG2 resultaron contradictorios entre los
anticuerpos totdes y egpecificos frente VEA. Entre grupos se observaron diferencias
sgnificativas para IgG1 e 1gG2 totades tras la gplicacion dd inmunomodulador y la vacuna, Sin
embargo, no se observaron edtas diferencias en los anticuerpos especificos frente d VEA,
aungue se produjo una tendencia a la dgnificacion entre los animaes a los que se les administré
INMD. Edta discrepancia podria deberse a un incremento en la respuesta total de 1gG1 e 1gG2
(especificas e inespecificas), tras la aplicacion de INMD. Asi mismo, exigte la posibilidad que se
produzca un incremento de la inmunidad inespecifica generd, la formacion de anticuerpos contra
LPS y Pg o dgun efecto de bloqueo por parte de los anticuerpos maternales especificos para
VEA, sn embargo, observamos que en la evaduacion de los anticuerpos neutrdizantes
especificos frente d VEA 9 se obsarvo diferencias entre grupos. En animaes con inmunidad
pasiva adquirida, Kimman et al (1992), observaron que la aplicacion dd VEA no indujo una
respuesta efectiva tras la primera inoculacion, encontrando niveles detectables de 1gG1, 19G2,
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IgA y anticuerpos neutrdizantes luego de un segundo enfrentamiento con € VEA, aunque é3os
fueron bgjosy por corto periodo de tiempo (Kimman et al., 1992).

Con respecto a IgA, observamos que tras la segunda aplicacion intramuscular de la vacuna
contra la enfermedad de Aujeszky, se obtuvieron niveles sgnificativos de IgA en los animdes
gue habian recibido €@ inmunomodulador. En otros ensayos llevados a cabo con la
adminigracion intramuscular del VEA, se obsarvo una respuesta de 1IgA mucosd, aunque fue
bgay de corta duracion (Kimman et al., 1992). Se sabe que  LPS y la toxina dd cdlera son
unos de los estimulantes mucosdes més potentes y suelen ser muy eficaces en la induccion de
anticuerpos IgA (Fo et al., 1996; Hann et al., 2001; Kim et al., 1998; Van Der Verg et al., 1996;
Verwej et al., 1998). Debido a nuestros resultados, cabria suponer que en caso de redizarse una
gplicacion smultanea de VEA e INMD via intranasd, no solo produciria isotipos de anticuerpos

en sangre, Sno también anticuerpos mucosaes asi como una reaccion inmunitaria celular locdl.

En infecciones con Herpesvirus, d LPS y Propionibacterium han demostrado poseer un
efecto clinico favorable. En ratones, tratados con Pg entre 3 y 7 dias previos a la infeccion con
Herpesvirus simplex tipo 1 (HSV-1), se incrementd considerablemente la tasa de supervivencia
(95%) comparado con los animales controles (15%-30%) (Szmigieski et al., 1980). En cerdos
inoculados  intranasdmente con & VEA (cepa NIA-3) tras la adminidracion de
Propionibacterium acnes (100 ng/ml via intravenosa) y la vacuna contra la enfermedad de
Aujeszky, se obtuvo una reduccion de 60% en los efectos secundarios causados por la
aplicacion de la vacuna (fiebre, depresion, anorexia, decaimiento general) comparado con los
animaes solos vacunados (30%), observandose un titulo de anticuerpos superior en los animaes
que recibieron la bacteria asi como una reduccion en la disminucion de la ganancia de peso diaria
(Markowska-Danid et al., 1992a; Markowska-Danid et al., 1993a). En estos ensayos, la
aplicacion de Propionibacterium acnes influyé sgnificativamente en d curso de la infeccion dd
virus debido a que se produjo un incremento de la resstencia antivirica, un incremento en la
activacion primaria de monocitogmacréfagos, induccion de interferdn y la edimulacion de
céulas NK, lo cud produjo € establecimiento de todos los mecanismos naturaes de resstencia

antivirica
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La aplicacion de este producto podria ser interesante como coadyuvante de la
vacunacion aunque en adgunas paologias d titulo de anticuerpos neutralizantes inducidos por
la vacuna no necesariamente tiene corrdacion con la ressencia a la infeccion (Martin y
Wardler, 1986).

Por otra parte, pudimos observar que INMD tendria presumiblemente la capacidad de
esimular la produccion y liberacion de citoquinas a niveles suficientes para producir los efectos
deseados Sin provocar reacciones adversas como las inducidas por LPS de bacterias, por la
produccion de dtos niveles de citoquina o la liberacion prolongada en € tiempo de citoquinas
(ficbre, letargia, anorexia, caguexia, shock, etc.). Se ha descrito en cerdos que la administracion
de LPS de E. coli a dogs iguaes o superiores a 1 ng/Kg P.V. resulta en una eevacion de los
niveles de TNF-a en suero asi como € desarrollo de signos clinicos adversos (Klir et al., 1997;
Norimatsu et al., 1995). En nuestro estudio con una dosis de INMD correspondiente a 0,0012 6
0,0026 ny/kg P.V. de LPS, segin € grupo, no se observaron los signos descritos anteriormente
en ninguno de los animaes. Por otra pate, observamos que los nivees de expreson y
produccion de las citoquinas inducidas por INMD in vitro, fueron inferiores que en las cdulas

estimuladas con LPS de E. cali, excepto para INF-g.

En resumen se podria decir que este inmunomodulador influye en la respuesta inmune del
cerdo actuando basicamente sobre las células del sstema inmune estimulando en dlas una serie
de mecanismos que paticipan de manera primordid 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 0 que se producirian tras la estimulacion con INMD (flechas

discontinuas, color verde).
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. CONCLUSONES

La induccion ded patron de citoquinas pro-inflamatorias asi como de IL-2, IL-4 e IL-12,
sugiere que INMD tiene un potencid efecto sobre la activacion de las céulas
mononucleares de  sangre  peiféica, macréfagos dveolaes y  neutrdfilos
polimorfonucleares, 1o que actuaria sobre todo € proceso de la respuesta inmune donde
participan estas citoquinas.

En d cedo la combinacion de lipopolisac&ido y Propionibacterium granulosum
promueve la produccion y liberacion de INF-g, 1o que podria inducir en los animaes un
incremento en la activacion y funciones de los macr6fagos, un estado antivirico y
contribuiriaala polarizacion de lainmunidad de tipo Thl.

INMD potencia podtivamente la funcidn de fagocitoss de los neutrdfilos
polimorfonucleares, incrementando  consderablemente d nimero de cdulas que
fagocitan. Este hecho podria incrementar la resstencia frente patdgenos bacterianos en las
primeras fases de la respuestainmune.

La induccion de la expresion de MHC-1I por parte de INMD indicaria que este producto
actuaria podtivamente en la presentacion de antigenos y en @ poderior desarrollo de la
respuestainmune.

INMD induce la expreson de CD25, marcador de activacion de linfocitos, lo que
sugeriria su potencid capacidad para aumentar laintensidad de la respuesta linfocitaria.

Al s utilizado como coadyuvante frente a la vacunacion contra la enfermedad de
Aujeszky, INMD es capaz de incrementar la repuesta inmune humord primaria, incluso
en presencia de anticuerpos materndes, 1o que contribuye a disminuir las diferencias en €
edtatus inmunitario en una poblacion de animaes que se vacunan por primeravez.

Los niveles de citoquinas fueron inferiores con INMD que con LPS extraido con fenoles,
excepto para INF-g. Ademés, los animaes a los que se les administr6 INMD a dosis
superiores a las recomendadas no presentaron efectos adversos, 1o que indica la seguridad
dd producto.
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IX. RESUMEN

La inmunomodulacion s define como la modificacion de la respuesta inmune por
medio de la adminigracion de sustancias que poseen la capacidad de regular d sstema
inmunitario. INMD es un inmunomodulador compuesto por una combinacion de LPS
detoxificado de E. coli y cdulas inactivadas de Propionibacterium granulosum, que ha
demostrado tener un efecto modulador sobre d sstema inmune ddl cerdo. En € presente
trabgo hemos redizado diversos ensayos in vitro e in vivo con d objetivo de evduar los

efectos que produce este compuesto sobre € Sstemainmune del porcino.

Se redlizaron ensayos in vitro para determinar la accion de INMD o sus componentes
por separado sobre la produccion 0 expreson de citoquinas en macrofagos aveolares y
cdulas mononucleares de sangre periférica, la activacion de la fagocitoss en neutrdfilos
polimorfonucleares, la activacion de linfocitos a través del estudio del receptor para IL-2
(CD25) y la expreson de complgo mayor de histocompetibilidad tipo-Il (MHC-1I) en
macrofagos dveolares. Con relacién a la expreson de citoquinas, pudimos observar que los
macréfagos aveolares expresaron IL-1, IL6, IL-12 y produjeron TNF-a, pero no se detectd
IL-10, mientras las cdulas mononucleares de sangre periférica expresaron IL-1, IL-2, 1L-4,
IL-6, IL-10, IL-12y produjeron INF-g.

End estudio de efecto de INMD sobre la fagocitosis, observamos que se incremento la
cgpacidad fagocitaria de los neutrdfilos polimorfonucleares produciendo un aumento del
nimero de céulas que s activaron y fagocitaron mas que un incremento de la fagocitosis
individua. Este efecto estuvo corrdacionado con P. granulosum. Asi mismo, observamos
gue INMD y sus componentes por segparado indujeron la expresén de MHC-1I por parte
mecréfagos dveolares, tanto en aguellos que fueron infectados con € virus de la enfermedad
de Aujeszky como en las cdulas que no lo estuvieron. Para CD25, observamos que INMD y
sus componentes por separado fueron capaces de inducir la expresidén de esta molécula, 1o
cud nos indica que se produjo la activacion de las cdulas mononucleares de sangre periférica
En este caso, la maxima expresion de CD25 se observo con INMD tanto en cdlulas infectadas
con d virus de laenfermedad de Aujeszky como en aquellas no infectadas.
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Se redizaron dos pruebas in vivo. En la primera de dlas s evadud d €efecto de la
adminigracion de INMD utilizado como coadyuvante a la vacunacion contra € virus de la
enfermedad de Aujeszky. Con este propGsito se utilizaron 85 cerdos convencionaes divididos
en dos grupos (grupo A= 43 y grupo B= 42), que fueron vacunados dos veces contra € virus
de la enfermedad de Aujeszky. El grupo B recibi6 smulténeamente con la primera dosis
vacund, una doss intramuscular de INMD correspondiente a 20 ng/ml de LPS y 250 ng/ml
de P. granulosum. Se redizaron tres sangrados a los animales, antes de la primera vacunacion
y la revacunacion, y cinco semanas poderiores a esta. Los sueros fueron andizados para
determinar la presencia de gE y gB dd virus de la enfemedad de Aujeszky,
inmunoglobulines totdes (IgG1, 1gG2), inmunoglobulinas especificas (IgA, 1gG1, 1gG2) paa
e virus de la enfeemedad de Aujeszky, linfoproliferacion y titulos neutrdizantes frente d
virus de laenfermedad de Aujeszky.

Al inicio dd edtudio, d 97,6% de los animdes dd grupo A y 100% del grupo B,
presentaban anticuerpos frente gB, mientras que € 11,6% y 19% de los animdes de los grupo
A y B, respectivamente, presentaban anticuerpos frente a gE, todos de origen maternal. Al
find de ensayo, € 96,4% de los cerdos dd grupo A y d 87,1% de grupo B eran gB+ vy
ninguno presentd anticuerpos frente a gE. Por su pate tras la primera vacunacion y la
aplicacion de INMD, los animaes dd grupo B presentaron niveles totales de 1gGl e 1gG2
superiores que los animales del grupo A (p<0,01), diferencias que desgparecieron tras la
vacunacion. S bien entre estos isotipos se observo la misma tendencia cuando se evauaron
los anticuerpos especificos frente d virus de la enfermedad de Aujeszky, edta diferencia no
fue dgnificativa Con rdlacion a las IgA, se observé que tras la revacunacion € 38,48% de los
animades dd grupo B presentaban titulos £1:40, mientras que en @ grupo A se observaron
edtos titulos en € 14,81% de los cerdos (p<0,01). En los ensayos de linfoproliferacion no se

observaron diferencias Sgnificativas entre grupos.

En cuanto a los titulos de anticuerpos neutrdizantes, se observé una respuesta humora
primaria superior en @ grupo B con respecto a grupo A (p<0,005), diferencia que desaparecio
tras la revacunacion. Asi mismo, en la respuesta primaria € 56,7% de los cerdos dd grupo A

presentaban titulos £1:4, mientras que entre & grupo B & 25,6% de los animaes presentaban
este comportamiento (p<0,05).
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En un segundo ensayo redizado in vivo, se evauaron los efectos adversos que pudieran
ocasionar la aplicacion de INMD a una dosis superior a la recomendada. Para esto se
utilizaron ocho cerdos de dta sanidad que se dividieron en tres grupos. Los animaes de
grupo A fueron inyectados intramuscularmente con una dosis de INMD correspondiente a 1,2
ny/kg P.V. de LPSy 16 ng/kg P.V. de P. granulosum, mientras los del grupo B recibieron 2,6
no/kg P.V. de LPS 'y 33 ng/kg P.V. de P. granulosum. Por su parte, a los animaes del grupo
C = les adminisré solucién sdina estéril. Todos los animdes fueron sangrados para
determinar los niveles de TNF-a alas 0, 1, 2, 4, 6 y 24 horas, realizdndose en cada uno de
edos tiempos la medicion de la temperatura corpord. Ninguno de los animdes presentd
sgnos dinicos rdacionados con la aplicacion de LPS y la liberacion de niveles dtos de

citoquinas.

De estos resultados podemos concluir que INMD gerce su accion sobre € sstema
inmunitario induciendo la expreson de citoquinas, incrementando la capacidad fagocitica de
los PMN y esimulando la expreséon de MHC-II y CD25. Estos efectos pueden contribuir
susancidmente d megoramiento del proceso de respuesta inmune del cerdo en enfermedades

Yy Vacunaciones,
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X. S UMMARY

Immunomodulation is defined as the modification of the immune response by means of
the adminidration 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 cdls of Propionibacterium granulosum that has demonsrated to have a
modulatory effect on the immune system of the pig. In the present udy we have done severad
in vitro and in vivo assays with the objective of evduate 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 expresson in dveolar macrophages and peripherd blood mononuclear
cdls, the activation of phagocytods in polymorphonuclear neutrophiles, the activation of
lymphocytes through the study of the IL- 2 receptor (CD25) and the expresson of the mgor
hisocompatibility complex dassIl (MHC-II) in dveolar macrophages. Regarding the
cytokine expression, it could be observed that aveolar macrophages expressed IL-1, IL-6, IL-
12 and produced TNF-a, but not IL-10, while the peripherd blood mononuclear cdls
expressed IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 and produced INF-g in response to INMD

simulation.

When the effect of INMD on the phagocytoss exerted by PMN was studied, we
observed that the phagocytosis capability of these cdls increased. This phenomenon was
attributable more to an increase in the number of activated cels than to an increase of
individud phagocytic ability. This effect was corrdated with P. granulosum. Likewise, we
observed that INMD and its separated components induced the expresson of MHC-II in
adveolar macrophages. Thus as wdl in cdls infected with Aujeszky’'s disease virus as in those
that were not. Regarding CD25, we observed that INMD and its components by themsalves
aone were able to induce the expresson of this molecule, a fact indicates the activation of the
peripherd blood mononuclear cdls. In this case, the maximum expresson 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 fird one of them the effect of the
adminigration of INMD was evauaed using this product as a coadjuvant to the vaccination
agang the Aujeszky’s disease virus. With this purpose, eighty-five 8-10-weeks-old crossbred
conventiona pigs were randomly distributed in two groups (group A = 43 and group B = 42),
that were vaccinated two times agangt the Aujeszky’s disease virus. Group B animas
recelved smultaneoudy with the first vaccine dose, an intramuscular dose of INMD  equd to
20 mg/ml of LPS and 250 ng/ml of P. granulosum. Blood was collected from dl 85 animas
before the first vaccination, before the booster and five weeks &fter the booster. Sera were
andysed to determine the presence of Aujeszky’s disease virus anti-gE and  anti-gB
antibodies, totd immunoglobulin load (1gGl, 19G2) and Aujeszky's disease virus specific
immunoglobulins (IgA, 1gG1, 1gG2). Lymphoproliferation assays and virus seroneutrdization

test for Aujeszky’ s disease virus were aso done.

Before the firgt vaccination, 97.6% of pigs in group A and 100% in group B presented
ati-gB antibodies, while 11.6% and 19% were seropostive aganst gE respectively. At the
end of the trid, 96.4 % of group A pigs and 87.1% of the animd in group B were gB+ and
none of them had anti-gE antibodies Regading leves of totd immnunoglobulins after the
fird vaccination group B pigs had higher levels of 1gGl and 1gG2 (p<0,01) but these
differences disgppeared after the second vaccination. When evduated 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 animas in group B presented titres £1:40,
while in group A this was obsaved in the 1481% of the pigs (p<0.0l). In
lymphoproliferation assays, sgnificant differences between groups were not observed.

Regarding the virus-neutralizing antibodies, we observed higher titres in the group B
animas after de firsd vaccination (p<0.005), differences that disgppeared after the boogter.
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 animalsin group B (p<0.05).

In a second in vivo assay, the adverse effects that could cause the gpplication of INMD
were evduated. With this am, eight pigs were digtributed in three groups. Animas of group

A were injected intramuscularly with a dose of INMD corresponding to 1.2 ng/kg of body
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weight of LPS and 16 ngml of body weight of P. granulosum, while those in group B
received 2.6 ng/kg of body weght of LPS and 33 ngkg of body weght of P. granulosum.
Animds in group C receved gmilar volume of derile sdine solution. All the animds were
bled to determine the levels of TNF-a to the O, 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
a least indicating cytokine expresson, enhancing phagocytoss capabilities of PMNS and
enhancing aso the expresson on MHC-II and CD25. These effects can contribute
subgtantialy improvement of the immune response of pigs in disease Sate or in vaccination.
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XI.ANEXO

Tabla 10. Principaes citoquinas

Citoquina Origen Diana Funcion
IL-3 LinfocitosT. Macréfagos. Factor de crecimiento celular.
CéulasNK. Eosindfilos. Proliferacion y desarrollo de células
Monocitos. M egacariocitos. precursoras.
Queratinocitos. Basofilos. Incremento de la expresion de
Mastocitos. Cels. Precursoras. receptores para CSF.
Cels. Endoteliales. Mastocitos. Estimulacion y  quimiotaxis de
eosinofilos.
Proliferacion de mastocitos.
Incremento de  fagocitosis  en
macroéfagos.
Inhibe expresion de MHC-II en
mastocitos.
Induce la expresion de receptores de
C3ade complemento en basofilos.
Estimula la proliferacion de
Queratinocitos.
IL-5 LinfocitosT. CéulasB. Factor de crecimiento de precursores
Eosindfilos. hematopoyéticos.
Células Crecimiento y  proliferacion  de
hematopoyéticas. eosinofilos.
Promueve |la generacion de linfocitos
Tc
Induce la expresion de receptores para
IL-2.
Activacién y diferenciacion de células
B.
Estimula produccion y secrecion de
IgM elgA.
IL-7 Cels. Estromales, timo y | CélulasB inmaduras. | Proliferacion delinfocitos B.
médula ésea. LinfocitosT. M aduracién de magacariocitos.
Queratinocitos. Macréfagos. Proliferacion decélulasT.
Timocitos. Proliferacion de timocitos.
Produccién de IL-1, IL-6 y MIP por
parte de monocitos.
Produccion de IL-3 y GM-CSF por
céulasT.
Inhibicion de la expresion de TGF-b
por macréfagos.
IL-8 Monocitos. LinfocitosT. Activacion de neutrdfilos.
Linfocitos. Neutréfilos. Quimiotaxis.
Macrofagos. Inflamacién.
Fibroblastos.

Cels. Endoteliales.
Queratinocitos.
Melanocitos.
Hepatocitos.
Condrocitos.

124




IL-9 LinfocitosT. LinfocitosT. Proliferacion de linfocitos Th.
Cels. precursoras. Potencia produccién de 1gG, IgM e
CélulasB IgE.
Diferenciacion de células precursoras.
IL-11 LinfocitosT. CéulasB. M odula reaccién antigeno-anticuerpo.
Fibroblastos. Megacariocitos. Promueve produccion de IL-6.
Cels. Mesenquimales. Estimulalas células B.
Estimulalos megacariocitos.
Induce sintesis de proteinas de fase
aguda.
IL-13 Linfocitos Th, Thl y| CéulasB. Modulala actividad de macréfagos.
Th2. Monocitos. Reduce produccién de citoquinas pro-
Macréfagos. inflamatorias  (IL-1, IL-6, IL-8) en
respuestaalNF-go6 LPS.
Proliferacion 'y diferenciacion de
célulasB.
Proliferacion de monocitos.
Induce produccion de IgM, 1gG, IgE.
Reduce €l efecto pirégeno de IL-1 6
TNF.
IL-14 LinfocitosT. CéulasB. Proliferacion y diferenciacion células
Linfocitos B. B.
IL-15 LinfocitosT. LinfocitosT. Proliferacion delinfocitos T.
Linfocitos Th. Generacion de células citaliticas.
Mastocitos. Maduracion células NK.
Proliferacion mastocitos.
Inhibicion de apoptosis.
IL-16 Linfocitos Tc. LinfocitosT. Expresion de receptores para IL-2 en
Linfocitos Th. linfocitos T.
Monocitos. Estimula migracién de linfocitos Th,
Eosindfilos. monacitos y eosinofilos.
IL-17 Linfocitos Th. Fibroblastos. Incremento de la expresion de la
Cels. epiteliales. molécula de adhesion-1 (ICAM-1) en
Células endoteliales. | fibroblastos.
Fibroblastos. Estimulo secrecién de IL-6, IL-8 G-
CSFy PgE2.
IL-18 Macrofagos. LinfocitosT. Induccion de produccion de INF-g
Cdls. de Kupffer. Ceds. NK. Proliferacion delinfocitos T.
Activacién de NK.
Produccién de GM-CSF.
Inhibicién de produccion de IL-10.
Incremento de produccion de IL-2.
INF-a Macréfagos. LinfocitosT. Accion antivirica.
Monocitos. CédulasB. Inhibe proliferacion decélulas Ty B.
Fibroblastos. CéulasNK. Estimulacélulas NK.
Cels. linfoblastoides.
INF-b L eucocitos. LinfocitosT. Accion antivirica
Cels. epiteliales. CélulasB. Incremento de expresion de MHC-.
Fibroblastos. Monocitos. Bloqueo de la expresién de MHC-II.
Estimulacélulas NK.
INF-d Trofectodermo. Actividad antivirica
INF-w L eucocitos. Desconocida.

125



INF-tau Trofoblasto. Reconocimiento maternal .
(Trofoblasto Establecimiento de la prefiez.
proteina-1, Supresion de receptores de oxitocina en
Interferon Gtero.
corto Antiluteolitico.
porcino tipo- Previene la accion inmunoldgica
1, maternal sobre el embrion.
Trofoblasto- Efecto antiviral.
interferon) Activacion de células NK.
Efecto antiproliferativo e
iNMuNOsuUpresor.
TNF-b LinfocitosT. Monocitos. Induce sintesis de GM-CSF, G-CSF e
L eucocitos. Linfocitos B. IL-1.
Fibroblastos. Neutrofilos. Citolitico 6 citostatico de células
Astracitos. Fibroblastos. tumorales.
Cels. del melioma. Proliferacion célulasB.
Cels. endoteliales. Quimiotaxis.
Cels. epiteliales. Aumentalafagocitosis.
Proliferacién de fibroblastos.
GM-CSF LinfocitosT. Macréfagos. Induccion de células precursoras de
Macrofagos. Granulocitos. macréfagos y granulocitos.
Cdls. endoteliales. Neutrofilos. Quimiotaxis.
Fibroblastos. Eosindfilos. Incremento de fagocitosis,
Mastocitos. Monocitos. metabolismo oxidativo y actividad
CédulasB Cels. endoteliales. antimicrobiana de neutréfilos y
Cels. mieloides. macrofagos.
Cels. Precursoras. Praliferacion de neutrofilos,
macréfagosy monocitos.
TGF-a Macrofagos. Cels. precursoras. Control del  desarrollo  epidermal
Hepatocitos. Cels. endoteliales. durante la gestacion.
Queratinocitos. Tejido hepético. Regeneracion de tejido hepético.
Plaguetas. Proliferacion de precursores
hematopoyeéticos.
Proliferacion de cels. endoteliales
TGF-b Hepatocitos. Cels. endoteliales. Inhibidor de crecimiento de cels.
Macrofagos. Cels. precursoras. epiteliales, endoteliales, fibroblastos,
Linfocitos. Cels. epiteliaes. neuronales, linfoides, hematopoyéticas,
Cdls. endoteliales. Fibroblastos. hepatocitos, queratinocitos.

Queratinocitos.

Cels. delagranulosa.

Condrocitos.
CédulasB.

Inhibe proliferacion y crecimiento de
linfocitos T, NK y macroéfagos.

Inhibe sintesis de GM-CSFelL-3.
Inhibe maduracion de células B.
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