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Introduccion

La respuesta inmune adaptativa de cerdos infectados con el
virus de PRRS sugiere que existe un mecanismo
inmunosupresor o que el virus es capaz de modular la
respuesta inmune (Mateu, 2007). Las células dendriticas
(DCs) son cruciales para iniciar una respuesta inmune
antiviral, por lo tanto, el virus de PRRS puede interferir en
la funcion de las DCs y con ello evadir la respuesta inmune,
afectando la respuesta de las DCs. El objetivo de este
estudio fue determinar si las DCs infectadas con virus de
PRRS inducen células T reguladoras (Tregs) in vitro y
evaluar las citocinas involucradas utilizando cepas
Americanas y Europeas de PRRS.

Materiales y métodos

Se utilizaron dos cepas Americanas y cinco Europeas del
virus de PRRS. Se aislaron células mononucleares a partir
de sangre de cerdos (n=6) provenientes de granjas libres de
PRRS. Se generaron DCs a partir de células adherentes,
estimulando con IL-4 y GM-CSF (Flores, 2008). Las DCs
fueron infectadas 1 h a un m.o.i. de 0.1, lavando dos veces y
posteriormente cultivadas durante 24 h. En algunos casos las
DCs fueron tratadas con IFN-o (200U/mL) durante 30 min
antes y después de la infeccion. Después de las 24 h, se
cocultivaron con células no adherentes (95% CD3+) durante
5 dias. Se evalud proliferacion celular utilizando CFSE.
Ademas se determing la presencia de células CD25 Foxp3"
utilizando el anticuerpo anti-Foxp3 humano y anti-CD25 de
cerdo. La produccion de IL-10, IFN-y y TGF-f se determind
en los sobrenadantes de los cocultivos al tercer dia por
ELISA (Biosource and R&D systems). La expresion relativa
del RNAm de IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y y TGF-B fue
evaluada por PCR en tiempo real utilizando la formula 2
AACt T Se utilizd como control el gen constitutivo PPIA
(Peptidil isomerasa A) y se compararén los tratamientos
respecto al mock. También se evalu6 la expresion relativa
del RNAm de Foxp3, TBX21 y GATA3 como se describid
antes. La capacidad supresora se determind utilizando
CFSE.

Resultados

Los resultados muestran que los virus genotipo Americano
provocan una reduccién en la proliferacion de células T
homologas con respecto al mock. Al tratar las DCs con IFN-
a o con virus de PRRS inactivado por calor no producen un
incremento (p<0.05). Sin embargo, en dos cepas europeas la
proliferacion incrementd y en las otras tres no disminuye
con respecto al mock (p<0.05).

Las DCs infectadas con virus genotipo Americanos, inducen
un incremento en el nimero de células Foxp3'CD25"
comparadas con el mock (p>0.05) Este efecto disminuyo6 al
tratar las DCs con IFN-o o con virus inactivado (p<0.05).
Sin embargo, en el caso de las cepas europeas no se observo
la induccion de células Foxp3'CD25" (p<0.05).

El Analisis de la produccion de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-2
and IL-10) no mostr6é diferencias significativas entre las
cepas Americanas y Europeas, excepto por una cepa
Europea que fue capaz de inducir la produccion de IL-10.
Por otro lado, la expresion relativa de TGF- y el factor de
transcripcion Foxp3 incrementd en los cultivos donde las
DCs fueron infectadas con cepas Americanas. El andlisis de
citocinas en el sobrenadante revelé un incremento en la
produccion de TGF-B. Finalmente, las células con fenotipo
Foxp3'CD25" fueron capaces de inhibir la proliferacion de
células antdlogas.

Discusion

El objetivo de este trabajo fue evaluar las diferencias entre
las DCs infectadas con virus de PRRS genotipo Americano
y Europeo en la induccion de células T reguladoras,
produccion y expresion de citocinas, y proliferacion in vitro.
Muy poco se sabe acerca del mecanismo que el virus del
PRRS utiliza para evadir la respuesta inmune.

Nuestros resultados muestran claramente que los virus
genotipo Americano inducen mas cambios en las DCs
infectadas que los virus genotipo Europeo, y estos cambios
pueden ayudar a explicar la diferencia en la virulencia entre
los dos genotipos.

Estas alteraciones que causa el virus de PRRS se pueden
evitar con la adicion de IFN-o o con la inactivacion del
virus, lo que sugiere que algunas diferencias estan
relacionadas con la replicacion viral. Las DCs infectadas
con virus de PRRS genotipo Americano inducen la
generacion de células T con fenotipo regulador, las cuales
tienen ademas la capacidad de inhibir la proliferacion de
células ant6logas. Este hecho podria explicar parcialmente
la patogénesis del virus. Interesantemente, las cepas
Europeas utilizadas no parecen utilizar este mecanismo para
escapar del sistema inmune.
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