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Imtroduccitn.
Dentro de la familia paramixoviridae, subfamilia paramuxovirinae y
rubulavirus sc clasifica el Rubulavirus Porcino (RvP), msmnsabledchcnﬁuwuﬂad
del Ojo Azul de los cerdos que s¢ caracteriza por afectar a cerdos de todas las edades
provocando en fos lechones problemas neurologicas y respiratorios, mientras que en
los cerdos adultos afectados se presentan problemas respiratorios y reproductivos
caracterizados estos altimos por la presencia de granulomas en el epididimo y atrofia
“testicular. A la fecha los estudios realizados en torno a esta enfermedad ha permitida
identificar algunas caracteristicas biologicas y estructurales, pero desafortunadamente
no se conocen cuales son las caracteristicas de respuesta inmune de cerdos infectados
con este virus. El objetivo de cste trabajo es determunar algunos parimetros de la
mlmunchumahndnla:alRMmmPorm
Material y Métodos.
Infeccion experimental v toma de muestras. 7 cerdos machos de 6 meses de edad se
infectaron por via intranasal con Smi del Rubulavirus porcino cepa PAC3 (RP-PAC3)
con un titulo de 10* DICCy, Esta cepa fue aislada a partir de un brote de Ia
enfermedad del Ojo Azul por ¢l Dr. Ramirez Después de siete semanas de infeccion
los animales fueron sacrificados y se tomaron muestras de difcrentes tejidos para sn
evaluacion histopatologica y la deteccion del antigeno wutilizando un anticuerpo
fluorescente.
Determinacion de Anticucrpos. Antes v despucs de la infeccion se tomaron muestras
de sangre para separar el suero y determinar la presencia de anticucrpos contra ¢l
RvP por Neutralizacion Viral (NV) y por Inhibicién de la hemaglutinacién (IH).
Identificacion de las proteinas inmunodominantes del RvP. Dcspués de la
electroforesis del RvP en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras, ¢l virus
fue transferido a papel nitrocelulosa, se bloqued con PBS-Leche v se incubé con les
sucros de los cerdos infectados. Posteriormente, se incubd con un anticuerpo anti-
gamas de cerdo acoplado a Biotina, v finalmente con extravidina-peroxidasa. Para
revelar se utilizd diaminobenzidina parando la reaccion con agua.
Ensayos dc proliferacion, Antes y después de la infeccion se lomaron muestras de
sangre con anticoagulante para separar células mononucleares (CMN) y ajustarlas a
1.5x10%ml; 100yl de la suspencién celular sc estimulé por 5 dias con ¢l RvP-PAC3
(10pg/ml) y 3 dias con Con A (Ipg/ml) o PHA (8pg/ml); 18h antes de cosechar las
CMN se marcaron con 1uC de timidina tritiada CHAdTR)
Determinacion de poblaciones celulares. 1x10%/ml ¥ se incubaron con los
anti-M1, anti-IgM o anti-CD2 y determinar monocitos, linfocitos B y linfocitos T.
respectivamente. Después se incubaron con anti-IgG (FITC) o con un anti-IgM (Cy3).
Los linfocitos CD4'CD$, CD4CDS” y CD4'CD8", se determinaron incubando las
CMN con un anti-CD4 (IgG2b) vy anti-CD8 (IgG2a), y después con un anti-igG2a
(FITC) y un anti-igG2b (PE). Las CMN marcadas sc analizaron por Citometria de
Flujo. Las poblaciones que predominan después del estimulo viral se realizé con el
mismo procedimiento, pero en este caso utilizando las células estimuladas.
Susceptibilidad de células adherentes y no adherentes. Las poblaciones que reconoce
<l RvP se realizo incubando las CMN con el virus y un anti-RvP con FITC, despuds
se siguid ¢l procedimiento descrito anleriormentc. Las células adherentes v no
adherentcs se separaron incubando tas CMN 1h a 37°C. Las dos poblaciones se ajustaron a
un volumen final de 600 pl con medw RPMI adwaonando 300 DICCs, del RvP-PACS.
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Figura 1 y 2. Respuesta proliferativa de células mononucleares a Con A y al
Rubulavirus Porcinp-Pac3, respectivamente. Los resultados representan la media + Ia
desviacion estandar de las cpm de "ensayos realizados por triplicado. Linea
discontinua, 3 cerdos control sin infectar, ®  cerdos sin-G: y O, cerdos con-G.
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Famzz 3 Porcentajes celulares de linfocitos CD4°CDE (A), CD4CDE’ (B) y CD4'CD8'(C).
Linea discontinuz_ 3 cerdos control sin infectar, ®_ cerdos sin-G; O, cerdos con-G

Resultados.

Infeccion experimental. Después de la infeccion experimental los cerdos infectados
aumentaron su lemperatura corporal, conjuntivitis v tos Enire Ia segunda v tercera semana
pi, tres de los ammales infectados presentaron aumento del volumen testicular y fue posible
percibir la presencia del granuloma en la cabeza de epididimo al tacto. El dafio histolégico
fue mayor en los cerdos con granuloma, en los cuales se identifico el antigeno viral
Respuesta Humoral. La técnica de NV identifico anticuerpos anti-RvP en la primera
semana pi, mientras que por IH los anticuerpos se identificaron en la segunda semana pi.
Los titulos de anticuerpos fueron mas elevados en los cerdos con granulomas, y al
comparar los titulos neutralizantes ¢ inhibidores. se observo que los primeros fueron mis
elevados. En los ensayos para identificar las proteinas que son reconocidas por ¢l RvP sc
observo que la proteina HN es reconocida por los sueros de todos los cerdos infectados a
partir de la segunda semana de infeccion, mientras que la proteina M y la NP sc identifican
a partir de la cuarta y quinta ssmana pi, respectivamente.

Respuesta ceiular. Los ensayos de proliferacion con la lectina PHA 1o presentaron cambios
en la incorporacion de “HATR (datos no mostrados). La respuesta a Con A disminuyo
(<1000 cpm) durante las primeras semanas pi en los cerdos con granulomas (con-G),
micntras que en los cerdos sin granulomas (sin-G) se mantuvo sin cambios (fig 1). La
respuesta proliferativa al RvP-PAC3 presentd un comportamiento bimodal similar a la Con
A (fig 2). En los cerdos sin-G la respuesta s¢ presentd a partir de la scgunda semana pi
alcanzando la méxima incorporacion de *HATR (>25000 c.p.m.) en la cuarta semana pi.
Lo cerdos con-G mostraron la misma tendencia, con menor incorporacion de *HdTR
(10000 c.p.m.). El analisis de las poblaciones que proliferan cn presencia del RvP mostro
que en las CMN estimuladas con ¢l RvP los linfocitos CD4'CD8” aumentaron 110% con
respecto a las células sin estimular, mientras que los linfocitos CD4'CDS aumentaron
95%. En las CMN estimulados con PHA_ los unicos linfocitos que predominaron fueron
los CD4+CD8- (190%). La determinacion de las poblaciones celulares mostro los
linfocitos T totales (CD2+) aumentaron 40% y 16% en los cerdos sin-G, v en los cerdos
con-G permanecieron sin cambios. Los linfocitos B mostraron una tendencia irregular; cn
las dos primeras semanas pi aumentaron 6 y 12% respectivamente en los cerdos con-G.
Los monocitos presentaron un comportamiento homogéneo en todos los cerdos infiectados,
con tendencia decreciente después de un incrementar en la primera semana pi. Las
subpoblaciones de linfocitos T mostraron que los linfocitos CD4'CD8 disminuyen
gradualmente hasta la tercera semana pi; los linfocitos CD4CD8” incrementaron 33% en
los cerdos sin-G y del 17% en los cerdos con-G durante 1a primera semana pi. Finalmente,
la poblacion de linfocitos CD4'CDS” aumento durante la infeccion. alcanzando en la
Cuarta semana pi 60 ¥ 20% en los cerdos sin-G v con-G, con respecto a los cerdos sin
infectar (fig 3). Los ensayos de susceptibilidad mostraron que ¢l RvP reconoce el 43% de
los monocitos, y ademas el es capaz de multiplicarse en esta poblacion. En las infecciones
cxpenimentales de linfocitos T no fue posible identificar virus.

Discusidn.

Este estudio identifico las primeras caracteristicas de la respuesta humoral y celular al
Rubulavirus Porcino-PAC3 (RvP-PAC3). Este trabajo demuestra que los anticuerpos
neutralizantes contra ¢l virus se pucden identificar en {a pnimera semana pi, y en la
segunda semana los Inhibidores de la Hemaglutinacion. La proteina HN mostro ser la
proteina inmunodominantes del RPv. lo que sugiere que esta proteina podria ser un
buen candidato para la claboracion de una vacuna para ¢l control de la enfermedad
dei Ojo Aznl de los cerdos.

En la respucsia celular. esie trabajo identifico que los cerdos infectados presentan
respucsta proliferativa de CMN al RvP-PAC3; la cual esta auscnte en cerdos sin
infectar. Fue interesante identificar que los cerdos que presentaron granulomas,
desarrollaron una menor respuesta prolierativa lanto a la Con A como al RvP, a
diferencia de los cerdos que no presentaron granulomas. Estos resultados sugieren
que la respuesta celular es importante en el control de la infeccién evitando la
formacién del granuloma. El andlisis de las poblaciones que predominan después del
estimulo in vitro con el RVP-PAC3, fue similar a otras infecciones virales del cerdo,
cn las que s predominan los linfocitos CD4'CDS’ y los linfocitos CD4°CDS. El
andlisis de las poblaciones celulares durante Ia infeccion demostré, que los linfocitos
T y monocitos son las poblaciones encargadas del transporte del virus a los organos
blanco. sicndo esta Gitima la que permitir la multiplicacion del virus. Por otro lado,
los linfocitos CD4'CD8” y CD4'CD8” presentaron la misma tendencia que se ha
obscrvado en la FPC v en el PRRS. en los cuales durante la infeccion disminuyen los
linfocitos CD4'CD4° ¢ ncrementan los linfocitos CD4CD8™ y como resultado se
unvierte la relacion CD4/CDS. En nucstro trabajo a diferencia de estos trabajos,
nosotros analizamos el comportamiento de los linfocitos CD4'CDS’ los cuales sc
incrementaron 60% en los cerdos que no presentaron granulomas y 20% en los cerdos
con granulomas
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