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RESUMEN

Las células dendriticas (DCs) tienen la capacidad de activar
linfocitos T y modular su respuesta a Th1, Th2 o T reguladoras (Treg). La
respuesta inmune celular ante el virus del PRRS se encuentra dlsrinuida
y es ineficaz. Este virus infecta y se replica en DCs, por ello la hipotesis
fue que las DCs infectadas con virus PRRS suprimen la respuestas Th1'y
Th2 en linfocitos T in vitro. El objetivo fue evaluar la capacidad de las DCs
infectas con el virus PRRS para estimular una respuesta inmune. Las DCs
se infectaron (m.o.i. 0.1) con 2 cepas americanas y 5 cepas europeas, se
co-cultivaron con células no adherentes homologas, La proliferacion se
analizd con CFSE vy la induccion de células con fenotipo Treg con
anticuerpos anti-Foxp3 y anti-CD25, por citometria de flujo. La
cuantificacion del mMRNA de citocinas (IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y) y factores
de trascripcion (T-bet, GATA3 y Foxp3) se analizaron por PCR en tiempo
real a las 24 h de co-cultivo. La produccién de cltocinas (IL-10 e IFN-y) en
el sobrenadante colectados al dia 3 se determiné por ELISA. Los
resultados muestran que las cepas americanas, pero no las europeas
reducen la proliferacion (p<0.05). El tratamiento con IFN-a de las DCs
infectadas con cepas americanas no modifica la proliferacion (p>0.05),
Las cepas americanas aumentaron (p<0.05) el porcentaje de células con
fenotipo Foxp3tCD25%, mientras que las europeas no (p>0.05). No hubo
diferencias en la expresion de IL-10, IFN-y , IL-4, T-bet y Gata-3 (p>0.05).
Para las cepas americanas se observé un incremento significativo en la
expresion de TGF-B y el Foxp3 tiende a incrementar. Estos resultados
muestran que las DCs infectadas con PRRS no son capaces de estimular
la respuesta de células Ty este efecto podria ser la consecuencia de la
induccion de células Treg por las cepas americanas y debido a la accion
del TGF-.
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INTRODUCCION

Para confrolar una infeccién viral se requiere de la respuesta inmune
innata y adaptativa. En la respuesta inmune innata uno de los mecanismos
efectores de mayor relevancia es la produceion de interferén de tipo | (IFN-a e
IFN-B) por las células infectadas. Ofros mecanismos son la participacion de
celylas NK (que al activarse promueven la lisis de la célula infectada),
produceion de citocinas proinflamatorias (como TNF-a e IL-1) y activacion del
complemento (Goldsby et al., 2004), Dentro de la respuesta inmune adaptativa
anti-viral se encuentran mecanismos humorales y celulares, siendo la respuasta
celular la mas imporante (Abbas y Lichtman, 2004).

La activacion de una respuesta inmung especlfica y efectiva requiere de
un sistema que pueda examinar, descifrar y responder rdpidamente ante una
infeccion de una manera apropiada, Las células dendriticas ([XCs) son pare de!
sisterna inmune innato y paricipan en cada una de estas actividades. Las DCs
poseen la capacidad de modular la respuesta inmune dependiendo del tipo de
patogeno, por fo que son el punto medio entre la respuesta inmune innata vy la
adaptativa (Degli-Esposti and Smyth, 2005).

izt virug del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) emergio
a finales de los ochentas y se disemind réapidamente en la poblacion de cerdos
a nivel mundial (Van Gucht et al., 2004). Las pérdidas econdmicas reportadas
por fa USDA {Departamento de Agricultura de los Estados Unidos) tan solo en
un ario ascienden a 560 millones de dblares, por ello es considerado un virus
devastador a nivel mundial. Su alla variabilidad y la baja respuesta inmune de
los cerdos infectados, provoca que las vacunas sean poco efectivas para
controlar al virus, En log cerdos infectados la respuesta inmune celular esta
disminuida y es ineficaz (Murtaugh et al., 2002), Por lo tanto, es importante



estudiar los mecanismos por Jos cuales los linfocitos T no responden
adecuadamenta. Una posibilidad es una deficiente activacion de los linfocitos T
por parte de las células dendriticas infectadas con el virus PRRS,



ANTECEDENTES

Linfocitos T

La respuesta inmune celular (mediada por linfocitos T) tiene un papel
muy Importante en la eliminacion de células infectadas por virus, Existen
principalmente dos tipos de células T, CD4 y CDB. Los linfocitos CD4 o
cooperadores tienen la funcién de sintetizar citocinas vy factores de crecimiento
que inducen diferenciacion y proliferacion de otros linfocitos T. Ademas,
promueven la accion de olras células como linfocitos B, macrdfagos y células
asesinas naturales (NK). Los finfocitos CD8 o citotéxicos (CTL) poseen la
funcion de destruir células infectadas por virus o tumorales. Por lo tanto, tienen
una actividad muy Importante en el control y fa eliminacion de infecciones
virales (Abbas and Lichtman, 2004; Balasuriya and Maclachlan, 2004),

Clasificacion y Funcion de los Linfocitos T Cooperadores

Los linfocitos T cooperadores también denominados células Th (del
inglés T helper), se clasifican dependiendo del tipo de citocina que producen en
3 tlipps: Tht, Thd y T reguladores (Treg). los linfocitos Tht secretan
principalmente FN-y e IL-2 cilocinas que favorecen la eliminacion de
organtsmos intracelulares. El IFN-y participa en la activacion de macrofagos, NK
y CTL, estos ayudan a la eliminaclon de células infectadas con virus, Las
células ThZ sintetizan IL-4, -5, vy IL-13, que favorecen la eliminacion de
patogenos extracelulares al promover fa produccion de anlicuerpos (Abbas and
Lichtman, 2004). Por dttimo, ios linfocitos Treg (CDA4'CD25'Foxp3’) se
caracterizan por producir IL-10 y TGF-B suprimiendo la respuesta inmune, es



* decir, blogueando tanto la respuesta Th1 como Th2 (Kapsenberg, 2003). Por lo
tanto, es deseable gue en una infeccion viral se generen linfocitos CD4 Thi,

Funcion Efectora de las Células T Citotoxicas

Los flinfocitos T CDB8" o cilotdxicos inducen apoptosis en  células
infectadas o las eliminan por lisis wlilizande un sistema de potfirinas y
granzimas. Las primeras forman poros en la superficie de las células v de esta
manera las granzimas (protessas) penetran al citoplasma y activan enzimas
denominadas caspasas quienes inducen apoptosis (Abbas and Lichtman,
2004), Ademas los linfocitos T citotdxicos expresan en su superficie una
molecula llamada ligando Fas (Fasl), el cual gse une al receplor Fas (CD95) e
induce la activacién de caspasas y con ello apoptosis de células infectadas
{Thome and Tschopp, 2001).

Para que los linfocitos T se activen y realicen su funcién, es necesario
que el anligeno sea procesado y presentado en forma de péptido. Fsla funcion
la realizan las celulas presentadoras de antigeno.

Celulas Dendriticas

Generalidades

Las células dendriticas (DCs) representan una poblacion heterogenea de
celulas presentadoras de antigeno (ARG, del inglés antigen presenting cells)



gue inician y regulan la respuesta inmune. Ademas, estan especializadas en
capturar, transportar, procesar y presentar antigenos a las células T. Las DCs
son las principales responsables de estimular |a respuesta inmune primaria,
activando a linfocitos T y B virgenes y estimulando a ias células NK (Hackstein
and Thomson, 2004).

La morfologla de las DCs estd caracterizada por la presencia de
proyecciones citoplasmaticas y un niicleo grande. Estas proyecciones pueden
adoptar la forma de dendritas, pseuddpodos o bellos (Figura 1). Ademas las
DCs presentan alto contenido de estructuras intracelulares relacionadas con s
procesamiento de antigenos, tales como endosomas, lisosomas y granulos de
Birkbeck (en células de Lanhergans, LCs) (Fong and Engleman, 2000).

Figura 1. Fotografia electronica de una célula dendritica aisiada de pulmoén de
cerdo (Loving et al., 2007).

Ontogenia y Estadios de Diferenciacion

Las DCs se originan de células progenitoras (CD34") de médula dsea o
de monocitos (CD14"). Se diferencian en DCs inmaduras v en al menos en tres
subtipos: células de Langerhans (LCs), DCs intersticiales (intDCs) y DCs
Plasmocitoides (pDCs) (Hackstein and Thomson, 2004), Existen dos vias de
diferenciacion: por la via mieloide se generan las LCs y las intDCs, mientras
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que por la via linfoide se generan las pDCs, Las L.Cs muestras una eficiencia
particular para activar a los linfocitos T, mientras gue las pDCs representan un
lipo de barrera que ayuda a evitar la expansion de virus (células productoras
naturales de interferon tipo ) (Vincent et al, 2003). Por dltimo, las DG
intersticiales inducen la diferenciacién de los linfocitos B virgenes en células
plasmalicas productoras de anticuerpos (Banchereau and Palucka, 2008),

Funcion de las Céhulas Dendriticas

Las DCs realizan sy funcion de forma coordinada, inicia con el
reconocimiento del antigeno, seguido de la caplura, transporte (migracién),
procesamiento y por Gitimo la presentacion del antigeno (Degli-Esposti and
Smyth, 2005). Durante el transporte y procesamiento del antigeno las DCs
maduwran convirtiendose en APC profesionales, aumentando la expresion de
moléculas de co-estimulacion que paricipan en la activacion de las células T
(tales como: CDR40, CDBO y CDBG) y moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) 1 y It (Hackstein and Thomson, 2004),

La clave para iniciar la respuesta inmune frente a un patoégeno es el
reconocimiento de estructuras llamadas PAMP (del inglés pallerns associated
molecular pathogen), que son estructuras moleculares caracleristicas de
patdégenos, mediante receplores conocidos como PRRs  (receptor de
reconocimiento de patdgenos), La familia de receptores tipo Toll (TLR) forman
parte de los PRRs y se expresan en DCs inmaduras. L.os diferentes tipos de
DCs expresan distintos TLRs. En humano, las células dendriticas mieloides se
encuentran presentes los TLRZ, 4 y 6, mientras que en las dendriticas
plasmochoides se expresan los TLR7 y 9 principaimente (Geijtenbeck et al.,
2004). Todas las respuestas de Jas DCs que son consideradas cruciales para



su funcionamiento y sspecialmente para la estimulacion de linfocitos T, son
mediadas por las sefales de los TLRs, Por ejemplo, sobrevivencia, secrecion
de quimiocinas y expresion de moléculas de superficie (incluyendo moléculas
de co-eslimulacion) (Degh-Esposti and Smyth, 2005).

Las DCs inmaduras poseen una maquinaria (nica para capturar
antigenos a traves de macropinocitosis, receptores que median s endocitosis v
fagocitosis (Guermonprez et al., 2002). Después de la interiorizacion, la mayorfa
de los antigenos exégenos son procesados por la via endosomal y lisosomal,
en la cual sus componentes proteicos son degradados en péptidos vy
ensamblados en moleculas del MHC de clase I, Para los patdgenos que no
infectan a DCs o no inhiben su funcidn, éstas adguieren antlgenos presentes en
el citosol, que ganan acceso al proteosoma y los péptidos son ensamblados en
moleculas de MHC de tipo | en el reticulo endoplasmico (Hackstein and
Thomson, 2004). Las células dendriticas inmaduras tienen alta capacidad para
capturar antipenos, pero baja capacidad para estimular la activacion de
linfocitos T. Por otra parte, las DCs maduras disminuyen su capacidad
endocllica y son excelentes estimuladoras de linfocitos T (Banchersau and
Palucka, 2005).

£l reclutamiento de las células dendriticas de la médula 6sea hacia los
lejidos periféricos (no linfoides) y la subsecuente migracion de las DCs maduras
hacia tefido linfoide es coordinada por quimiocinas que interaccionan con su
correspondiente receptor en las DCs, Por ejemplo, las DC inmaduras expresan
receptores de quimiocinas CCR1, CCR2, CCR5 y CXCR1 y son atraidas hacia
los tejidos ne linfaticos por sus respectivos ligandos, los cuales son expresados
constitulivamente o por tejidos inflamados, La maduracion de las DCs implica
una disminucion en la expresién de eslos receptores v el aumento en la
expresion de CCR7. Este cambia la respuesta de las DCs por sus ligandos



CCL19 y CCL21, los cuales las gulan hacia los drganos linfaticos setundarios
(Randolph et al,, 2005). 8ih embargo, la maduracion de las DCs implica también
la expresion de un mayor numero de moléculas de MHC, v esto es suficiente
para promover la migracion (Degli-Esposti and Smyth, 2005, Hackstein and
Thomson, 2004),

Después de la maduracion, las células dendriticas son  células
presentadoras de anligeno profesionales. La maduracion es promovida por
numerosos estimulos como factores enddgenos liberados por  células
necrdticas, proteinas de chogue ténmico, citocinas pro-inflamatorias (como TNF-
a, -1 e IL-6) secretadas por los tejidos danados, productos microbianos
exogenos lales como lipopolisacarido o peplidoglicanos. También por células T
activadas, las cuales expresan ligandos para moléculas de co-estimulacion
como CDAOL. Ademas, en lag células dendriticas maduras aumenta la
expresion de moléculas de co-estimulacion que participan en la activacion de
las células T (tales como: CD40, CDBO y CDBB) y moléculas de MHC | v Ii
{(Hackstein and Thomson, 2004},

Interaccion entre Células Dendriticas y Linfocitos T

Activacion de los Linfocitos T

La activacion coordinada de linfocitos T en respuesta a antigenos
extrafios asegura su diferenciacion en células efectoras y la expansion de sus
clonas especificas, La activacion es controlada por dos tipos de sefiales, |a
primera es debida al reconocimiento del antigeno (mediante el receptor de

8



antigeno en los linfocitos, TCR) y la segunda es mediante moléculas de co-
estimulacion. Los linfocitos T reconocen al complejo formado por el antigeno
(péptido) asociado a la molécula de MHC presentes en la superficie de las APG
(principalmente DCs) mediante el TCR (Acuto and Cantrell, 2000) (Figura 2).
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Figura 2. Moléculas que participan en la activacidn del linfocito T (Anderion and

Wraith, 2002).

Complejo TCR y Moléculas Accesorias

El TCR esta asociado de manera no covalente con las moléculas
accesorias CD3 y cadenas zeta (0) formando un complejo.  El TCR esta



constituido por una cadena a y una B, mientras que el CD3 puede estar formado
por dos cadenas de tipo &, y 6 8. Otro tipo de proteinas de superficie presentes
en el linfocito T son el CD4 y CDB. Las principales moléculas de co-estimulacion
son el GD28 y ligando de CD40, Adermas el linfocito T expresa LFA-1 ¢ue son
moléculas de adhesion leucocitaria, Por Glitimo, son necesarias las moléculas
que regulen negativamente la activacion y este es el caso del CTLA-4 (Figura 3)
(Anderton and Wraith, 2002),

El CD28 es una molécula de co-estimulacion en los linfocilos T y se une
a las moleculas CDBO, CDBB (B7-1 y B7-2 respectivamente) presentes en las
APC. La interaccidon provoca el aumento de 1L-2 v la expresion de la proteina
antiapoptotica Bel-x (Abbas and Lichtman, 2004). La ausencia de las sefales
promovidas por las moléculas CDBO/BB resulta en apoptosis o anergia de los
linfocitos T. Mientras que la interaccion entre CD40 y su ligando provoca el
aumento en la expresion de moleculas co-estimuladoras CDB0/86 en la DC vy
sintesis de cltocinas como 1L.-1, TNF-o e IL-12. Por otra parte, la molécula
CTLA-4 presenta homologla con el CD28 y afinidad por la familia B7. La
Interaccion entre ambos ayuda en la regulacion de la respuesta inmune (Alegre

el al, 2001) (Figura 2).

Cascadas de Sefalizacién

Cuando el complejo péptido-MHC es reconocido por el TCR y moléculas
co-receptoras (C4 o CDB8), resulta la activacion de Lok (lirosina cinasa de |a
familia Src). La Lok fosforila a los ITAMs presentes en la region citoplasmatica
del CD3. Esto provoca el reciutamiento y fosforilacion de cadenas { las cuales
se encuentran asociadas a una proteina llamada Zap70 (tirosina cinasa), las
cuales fosforilan a proteinas adaptadoras. Estas a su vez activan a PLCY1
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(fosfolipasa C y1) y a Rac (guanina fosfatasa), PLCy1 promueve la movilizacion
de calcio y activacion de Ras. Las combinaciones de estos eventos activan a
las MAPs cinasas: ERK, PKB y p38, asi como a PI3k (fosfatidilinositol 3 cinasa)
y a proteina cinasa B (PKB/AKL). En conjunto promueven la activacion de los
factores de transcripcion AP-1, NFAT y NFkB. Dichos factores esian
involucrados en la sintesis de citocinas implicadas en fa diferenciacion y
expansion clonal (Alegre et al., 2001) (Figura 3).

Aethvacion do Factores de
wanseipeion ‘
e AT

i

Figura 3. Cascada de Activacion de linfocitos T (Koretzky and Myung, 2001),
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Modulacion de la Respuesta Inmune

L.as celulas dendiiticas ademas de activar a los linfocitos T pueden
maodificar y adaptar la manera en gue estos van a responder anie los distintos
patogenos. Mediante el desarrollo de distintos fenolipos de DCs se favorecen la
diferenciacion en células Th1, Th2 o Treg. Las DCs en respuesta al
reconocimiento de un tipe de patdgeno, van a producir determinadas citocinas y
expresar o no moleculas de coestimulacidn e inducir la diferenciacion a un
determinado tipo de célula Th (Kapsenbarg, 2003).

Las DCs que sintetizan 1L-12 v expresan moléculas CDBO/B6 para activar
al linfocito CD4, promueven la diferenciacién a células Th1. La IL.-12 es una
citocina que induce la secrecion de IFN-y en los linfocitos. Por el contrario, si la
célula dendritica sintetiza I1L.-10 y expresan bajos niveles de CDB80/86 (DCs
inmaduras), estimulara la diferenciacion a células Th2, Ademas la expresion
baja de CD80/8B, sintesis de IL-10 y TGF-B por la célula dendritica inducira la
generacion de linfocitos Treg (Figura 4) (Kapsenberg, 2003),

Los virus han desarrollado diferentes estrategias para evadir al sistema
inmune. Una de ellas es infectar DCs y afectar sus funciones, ademas existen
virus que en su genoma codifican una proteina homologa a 1L-10 (vil.-10), tales
como Cytomegalovirus, Virus Epstein-Barr y Poxvirus (Chang et al., 2004).
Otros inducen 1a secrecion de 1L-10 o TGF-B, lo que tleva al desamolio de una
respuesta ThZ o Treg respectivamente, y con ello suprimen la respuesta tipo
Thl, que es fundamental para la eliminacion de virus. Ejemplo de estos virus
son el BARS Coronavirus (Huang el al, 2005) v el virus de la Varicela-zoster
{Yeh et al, 2006),
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Figura 4. Modulacion de la respuesta inmune por las céluias dendriticas.
(Kapsenbarg, 2003).

Factores de Transcripcion

Se ha observado que varios factores delerminan la diferenciacion de las
celulas Th en Th1, Th2 o Treg. Entre estos factores se encuentra la presencia
de citocinas (tL-12, 110, 1L-4 o TGF-B) secretadas por la DCs durante la
activacion, La IL-12 mediante su receptor (1L-12R) activa al traductor de sefales
y activador de la transcripcion 4 (Statd), el cual promueve la sintesis de FN-y,
ElFN-y a su vez autorregula su produccion activando a Stat1 y esle a su vez af
factor de transcripcidn T-box (T-bet) aumentando la expresion del IFN-y
{Lighvani ef al., 2001). Por otro lado, la respuesta Th2 es controlada por la
activacion del factor de transcripcion GATA-3, por Stat6 que es activado
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previamente por citocinas tipo Th2 (Li-Weber and Krammer, 2003) vy pot la
expresion del gen i-10 (Shoemaker et al., 2006},

Tanto la respuesta Th1 como Th2 puede ser blogueada en presencia de
TFG-B y de Foxp3 (miembro de fa familia de proteinas Fox). Se conoce que Ia
expresion de GATA-3 es inhibida por TFG-B (Gorelik and Flavell, 2002), asl
como la expresion de Stat-4 e IFN-y por vias independientes (Lin et al., 2008).
Por ultimo, Foxp3 es un factor de transcripeidn que se encuentra altamente
expresadoe en células T reguladoras, el cual suprime la expresion de citocinas
-4, IL-2 e IFN-y en células GCD4 ya que Inhibe directamente la actividad de ios
factores de trascripeion NF-xB y NFAT (actia como co-represor), los cuales,
son esenciales para la expresion de los genes que codifican para éstas

citocinas (Bettelli et al., 2005),

Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino

Genegralidades

El virus del PRRS es responsable del sindrome reproductivo vy
respiratorio porcing, que es una de las enfermedad mas importante de los
cerdos en la actualidad a nivel mundial (Ostrowski et al., 2002), Se caracteriza
por causar problemas respiratorios en cerdos de todas las edades,
principalmente lechones donde causa phaumonia. Ademas provoca severas
fallas reproductivas en cerdas gestantes, causa abortos al término del
embarazo, nacimientos de cerdos sin vida y cerdos recién nacidos débiles.
Entre las caracteristicas mas importantes de esta enfermedad destaca su alta
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capacidad de infeccidn y transmision (Sur el al, 1097, Vanderheiden et al,
2003},

1 ovirus del PRRS es miembro del orden de los Nidoviridales, de la
familia Arterividae, (Ostrowski et al., 2002) vy del genero Arterivirus. Existen dos
genotipos principales el europeo (tipo1) y el americano (tipo2) (Sur et al., 1997),
los cuales presentan similitud en su estructura. Sin embargo, presentan
marcadas diferencias moleculares y antigénicas, Las cepas virales prototipo de
los dos continentes tienen aproximadamente un 80% de identidad nucleotidica.
Desde el punto de vista de su antigenicidad, el virus del PRRS se ha dividido en
dos subgrupos, donde el subgrupo A es representado por el prototipo europeo
Lelystad y el subgrupo B el prototipo estadounidense ATCC VR-2332 (Ropp et
al., 2004),

Estructura Molecular

La particula viral tiene un didmetro de 80 a 60 nm, con una
nucleocapside asimétrica de aproximadamente 30 nm de diametre, Es un virus
ehvuelto, su genoma esta formado por una cadena sencilla de RNA con
polaridad positiva (Ostrowski et al., 2002) poliadenilado. Tiene una longitud de
154 kb con nueve fragmentos de lectura abierta (ORFg) (Delputte et al.,
2004),(de Lima et al,, 2006). t:| ORF1a/1b representa el 80% del genoma viral y
codifica para la RNA polimerasa y proteinas no estructurales; Los productos de
los ORF2 al § son glicoprotelnas asociadas a Ia membrana (GP2a, GP3, GP4 y
GPS) y una peguefia proteina no glicosilada (2b), El ORF6 codificada para la
profeina intermembranal (M) y el ORF7 la proleina que forma la nucleocapside
(N) (Diaz et al., 2006; Ostrowski et al., 2002) (Figura 5),



Proteinas no estracturales (nsp) Proteings estructurales

Figura 5. Esquema de la organizacion gendmica del virus PRRS (Mateu and
Diaz, 2007).

Patogenicidad

Los cerdos se infectan via oronasal, el virus entra en contacto con
mucosas del tractor respiratorio e inicia su replicacion  en macrofagos
alveclares. Otra rula es la via vaginal donde el virus infecta el endometrio
uterino, se disemina por ta sangre circulando libre o ligade a monocitos. De esta
forma el virus alcanza los tejidos linfoides regionales y se distribuye a nivel
sistémico hacia otras poblaciones de macrofagos (Ostrowski et al,, 2002},

Bl virus  PRRS  tiene tropismo  por las células de lingje
monocito/macrofago,  pero stlo en macrofagos alveolares y monocitos de
sangre periferica se observa replicacion (Vanderheijden et al,, 2003). Fstudios
adicionales demostraron que el virus también infecta macrofagos en el bazo, las
amigdalas, los nodulos linfaticos, el higado, en las placas de Peyer y el timo,
mientras que en células progenitoras de meédula dsea no puede replicarse
(Chang et al, 2005). Reportes recientes indican que el PRRSv tiene Ia
capacidad de infectar pDCs (Zuckermann et al, 2005) y DCs derivadas de



monocitos, en estas Gltimas también tiene la capacidad de replicarse
{Hermandez and Osorio, 2008; Loving et al., 2007},

Respuesta Inmune Frente al virus del PRRS

Al infectar a cerdos el virus del PRRS establece un estado de
persistencia, en la cual se observa una replicacion viral constante y a bajo nivel
(Lopez y Osorio, 2004), Los animales infectados presentan una viremia por 4
semanas y & virus se encuentra en lejide por meses (5 meses
aproximadamente) (Murtaugh et al., 2002). Lo anterior sugiere que la respuesta
que monta el cerdo es ineficaz. £l mecanismo exaclo que le confiegre al virus
PRRS la persistencia es desconocido. Pero pueden estar involucrados la
inhabilidad del cerdo para montar una respuesta inmune protectiva y/o por la
extensa variabilidad genética y antigénica del virus (Chang et al., 2005).

Uno de los mecanismos mas imporiantes de la respuesta inmune innata
para la eliminacion de virus es la produccion de IFN de tipo | (a y B) v citocinas
proinflamatorias {TNF-g e L-1), Las célulag infectadas con virus PRRS no
secretan {FN de tipo |, al parecer éste virus modula su produccion a nivel
postrascripcional (Lee et al., 2004). En cuanto a la produccion de TNF-o e 11.-1,
s@ observa que estan suprimidas o disminuidas considerablemente (Murtaugh
et al,, 2002). Las DCs infectadas con virus PRRE producen [FN-B pero no IFN-a
(Loving et al., 2007). En DCs derivadas de monocitos el virus disminuye la
gxpresion de molecuias de coestimulacion CD80O/BG, CD11d/c, CD14 vy de
presentacion de antigenos MHC de clase | y Il (Loving et al., 2007, Wang et al.,
2007). En dichas células la produccion de citocinas tipo Th1 es minima (IL-12 e
IFN-y). 8in embargo, existe controversia en cuando a la produccion de 11L.-10.
Wang vy cols., 2007 reporid gue no existe incrememto significativo en DCs
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derivadas de monocitos al ser infeciadas por el virus PRRS. Sin @mbargo
(Charerntantanakul et al., 2006), reportd un incremento en Ja expresion de 1L-10
en monocitos infectados, Por lo tanto, la primera barera de defensa que
ademas modula la respuesta inmune adaplativa esta siendo bloqueada.

l.a respuesta inmune humoral se observa en lus primeros dias de POSt-
infeccion (pi) con produccién de anticuerpos de tipo IgM, pere no brindan
proteccion contra el virus, Ademas provocan un aumento de replicacién del
virus PRRE en macrofagos, al favorecer su interiorizacion mediante el receptor
Foy  por endocitosis (Cancel-Tirado et al, 2004). Con la evolucidon de la
inteccion aparecen anticuerpos con actividad neulralizante en un periodode 2 a
4 semanas pi. Este tipo de anticuerpos ayudan a disminuir la etapa de viremia.
Lo anticuerpos neutralizantes desaparecen aproximadamente a los 5 meses y
los anticuerpos tolales a 1 afo pi, Por o tanto, &l cerdo estd pPropensa a una
reinfeccion (L.opexz and Osorio, 2004).

La respuesta inmune celular en la infeccion por el virus PRRS inicia
tardiamente y es debil en las primeras 12 semanas, existe un incremento
gradual de células T especificas para virus PRRS, que se extiende a mas de 20
semanas (Xlao et al., 2004). Se han observado poblaciones de linfocitos T CD8*
en pulmon, entre los 25 y 35 dias pl. En sangre periférica la respuesta
especifica anti-PRRSv de linfocitos CD8 aparece aproximadamente a las 4
semanas pi. La presencia de linfocitos CD4 es detectada a las 4 o hasta las 15
semanas pi, al estimular estas células in vitro, se observa que tienen la
capacidad de sintetizar citocinas de tipo Th1 (Murlaugh et al., 2002). Durante
este tiempo existe una cantidad limitada de células secretoras de IFN-y, a los 5
meses pi existe un incremento gradual en la intensidad de la respuesta
(produccion de IFN-y) (Meier et al., 2003; Meier et al., 2004}, Por lo tanto, la
persistencia de la infeccion sugiere que la inmunidad celular no es potente y
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que la produccion de IFN-y es muy débil o inefectiva (Murtaugh et al,, 2002). La
respuesta celular debe iniciarse aproximadamenta a los 5 dias postinfeccion, en
serdos infectados con PRRSv se inicia después de 4 semanas pi. Por fo que, el
cerdo practicamente esta indefenso por un mes (Lopez and Qsorio, 2004).
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JUSTIFICACION

El sindrome reproductivo y resplratorio porcing es considerado como uno
de los problemas mas imporantes de la industria porcina, tanto a nivel nacional
como internacional. La respuesta de los linfocitos T en cerdos infectados con
este virus es deficiente e inefectiva, desconocigndose el porqué estas células
no se activan correctamente, Explicando tal deficiencia, se podrian desarrollar
metodos efectivos para limitar la propagacion y eliminacién del virus en dicha

infeccidn.

Ademas una de los retos mas grandes anie estad infeccidon es sl
desarroilo de una vacuna universal, Son muy pocos estudios se han hecho
comparando entre genolipo de virus PRRS y éstos han sido enfocados mas que
nada a nivel genomico. Por ello es necesario comparar el tipo de respuesta

inmune entre Ios virus americanos y europeos.
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‘HIPOTESIS

Las celulas dendriticas infectadas con el virus del sindrome reproductivo
y respiratorio poreino suprimen la respuestas lipo Th1 y Th2 de linfocitos T in
vitro.

OBJETIVOS

Genaral
Evaluar la capacidad de las células dendriticas infectadas con el virus del

sindrome reproductivo y respiratorio porcino, para estimular 1a respuesta de
linfocitos T.

Particulares

Analizar la capacidad de las células dendriticas infectadas con virus

PRRS para estimular una respuesta de linfocitos T,

Identificar el fenofipo de finfocitos T (CD4 yfo CDB) estimulado por
ceélulas dendriticas infectadas con el virus PRRS,
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Evaluar la expresion de Foxp3d y CD25 caracteristicos de linfocitos T

reguladores,

Determinar ¢l tipo de linfocitos (Th1, Th2 o Treg) estimulados por células
dendriticas infectadas con el virus del PRRS, de acuerdo a su perfil de
citocinas,

Evaluar la expresion de los factores de trascripcion T-bet, GATAZ y
Foxp3.

Comparar el efecto en linfocitos estimulados con células dendriticas
infectadas con virus PRRS genotipo Americano y Europeo.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Cerdos sanos de entre 2 y 6 meses de edad, libres de PRRS se
mantuvieron bajo condiciones asépticas con agua y alimento ad limitum (n=6).
Tambien se obtuvieron muestras de sangre (n=11) provenigntes de cerdos en
granjas libres de virus PRRS (Barcelona, Espania).

Preparacién del Stock Viral

Se utilizaron dos cepas de PRRSv genotipo americano; la cepa NVSI.
97-7895 y CIADOOB aislada en el Laboratorio de Inmunologia, dal Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrolio AC. Ambas cepas de virus se
multiphicaron en {a linea celular MARC-145 durante 3 dias en medio Dulbecoo's
Modified Eagle's Meédium (DMEM) (GIBCO, Invirogen Corporation)
suplementado con penicilina 100 Ul/mlL (SIGMA), estreptomicina 100 pg/mL.
(BIGMA), amifotericina B 0.5 pg/mL (SIGMA), gentamicina 50 ug/ml (SIGMA) vy
10% de suwero fetal bovine (SFB, GIBCO, Invitrogen Corporation).
Posteriormente, las celulas se somelieron a 3 choques térmicos (-80 *C a
temperatura ambiente) y clarificando a 700 g durante 35 min y de esta manera
oblener el stock de virus o mock {restos proteicos de células MARK-145 libres
de virus PRRS), El titulo viral se obtuveo realizando diluciones decuples del virus
y despues de 4-5 dias se analizo el numero de placas virales y los resultados se
axpresan en dosis infectantes en cultivo celular al 50% (DICCraw) (Wasilk et al.,

2004).
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También se utilizaron 5 cepas europeas aisiadas de broles espafioles
identificados como 2098, 2993, 2892, 3008 y 2756. Estos virus se caracterizan
por inducir diferentes citocinas en DCs (Tabla 1), Estas cepas se replicaron en
macrofagos alveolares, para oblener el slock y titulo viral se siguid la
metodologia anteriormente mencionada.

Tabla 1. Induccidon de citocinas en DCs infectadas por cepas de virus
PRRS.

Cepa IL-12*  IFN.o*  TNF-o*  IL-10*  TGF-B*
"NVSLOT7895 . . . . -
'Clano0s : : . »
°2908 ? . + . ?
“2993 ? - . ? ?
22002 ? ] 4 e »
*3009 ? + i X 2
“2756 ? i . N )

'DCs derivadas de monocitos (Flores-Mendoza: 2007},
‘DCs derlvadas de medula dsea {Datos no publicados).
Medidag por "ELISA o “PCR @1 tiemps real.

Generacion de Células Dendriticas Derivadas de Monocitos

Las celulas mononucleares (CMN) se separaron a partir de sangre
periferica utilizando 10 Wmlb de heparina (Inhepar, Laboratorios Pisa SA de
CV). La sangre fue diluida 1:1 con amortiguador de fosfatos (PBS) estéril y se
realizo un gradiente de densidad con Ficoll-Pagque (refacién 1:3) (GE Healthcare
Biociences AB) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. L.as CMN se
cultivaron en botellas de 25 cm® (Corning Incorporated) a una concentracion de
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5 x 10%mL en DMEM a 37 “C, 5% de COy, durante toda la noche. Al cabo de
gste tiempo, se elimind la fraccion no adherente, mientras que lag células
adherentas (monocitos) se cultivaron en presencia de GM-CSF recombinante
(40 ng/mlL) & IL-4 (40 ng/mL) (V/V) (Biosource Internacional) durante 5 dias, con

cambio de citocinas al dia 3 (Carrasco et al,, 2001),

Infeccion de Células Dendriticas con Virus del PRRS

Para infectar & las celulas dendriticas derivadas de monocios se
expusieron al virus PRRS (0 mock) durante 1 hora a 37 "C a un Indice de
multiplicidad  de infeccién (m.e.i) de 0.1, Después se cosecharon vy
centrifugaron a 250 g durante 10 min para eliminar el virus del sobrenadante
(lavando 3 vez con PBS) Posteriormente se resuspendieron a una
concentracion de (1X10° DCs/mL) en DMEM y se cultivaron durante 24 h en
placas de 96 pozos (Corning Incorporated) (Vincent et al, 2005). Para los
ensayos donde se evalud el efecto de la replicacion viral se ulllizo virus
inactivado por calor (56°C durante 1 h) (Wang et al., 2007). En el caso de IFN-
o, 30 min antes y durante la infeccion las DCs se suplementaron con 200 U/ml
de IFN-a recombinante de cerdo (priFN-a, PBL Biomedical Laboratorios). Para
el analisis de resultados se uljlizd el programa WinMDI 2.8.

Proliferacion de Linfocitos T
A parir de celulas mononucleares se obtuvieron células no adherentes
(95% expresan CD3) Estas celulas se mantuvieron congeladas en 10% de

Dimetil sulfoxide (DMSO) v 40% de SFB, hasta su cullivo en RPMI-1640
(SIGMA) el cual estd suplementado con 2 mM piruvato.de sodio (SIGMA), 2 mM
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l-glutamina (SIGMA), 50 pg/ml. de gentamicina (SIGMA), penicilina 100 UKL
(51GMA), estreptomicina 100 pg/ml. (SIGMA), v 10% de SFB,

l.as células ho adherentes (5x10% se co-cultivaron con DCs ihmaduras.
Estas Gltimas infectadas con virus PRRS activo e inactive, con y sin [FN-g,
pulsadas con mock y sin {ratamiento, a una relacion de 1:10 (DCs/linfocito)
durante 5 dias. Se evalud la capacidad proliferativa de células T, tinéndolas
previamente con 0.1 UM de succiminidil ester diacetalo carboxifluoresceina
(GFSE) (Molscular Probes) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Determinandose el porcentaje de células que proliferaron vy el tipo de ellas (CD4
y/o CD8). Esto ultimo  marcando las células con anti-CDB (CD8a anti-cerdo
conjugado con ficoaritrina (PE) (BD Pharmingen) y anti-CD4 (VMRD), utilizando
como segundo anticuerpo uno de cabra contra 1gG anti-ratdn conjugado con PE

{Southerm Biotech).

Induccion de Células T reguladoras

Después de los 5 dias de co-cullivo, se evalud si las DCs infectadas con
el virus del PRRS al estimular a linfocitos T inducen la diferenciacion a células
fenotipo reguiador (CD4'CD25 Foxp3™). Al quinto dia de co-cultivo se realizo un
doble marcaje con anti-CDR5 (VMRD) utilizando como segundo anticuerpo uno
de cabra contra 19G de ratdn conjugado con fluorescelna isocianato (FITC)
(Souther Biotech) y un ant-Foxpd humano marcado con AlexaG47®

(AbDserotec),
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Determinacion de Citocinas Th1, Th2 y Trey

Lespués de estimular a linfocitos T como se describié previamente, se
determino el pedil de citocinas tipo Tht, Th2 y Treg (IL-2, 1L-4, IL-10, TGF-B e
IFN-y}. Se cuantificaron a nivel de proteina en el sobrenadante de los cultivo por
ELISA (IL-10 e IFN+y) de acuerdo a las instrucciones el fabricante (Biosource y
R&D systems), Mientras que a nivel de trascrito se cuantificod por PCR de
tiempo real, utilizando los inicladores y las sondas que se describen en ta Tabla

2,

Para la extraccion det RNA se utilizaron columnas de separacion RNeasy
Protocol Mini Kit (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. A partir
de este se realizé una gRTPCR utilizando el kit briltant core gRTPCR master
mix (Stratagene). Las condiciones fueron: 1 ciclo de 50 *C por 30 min, 95 °C
por 10 min, y 50 ciclos de 95 *C por 15 8 y 60 "C por 1 min. En la tabla 1 se
muestran los iniciadores y sondas (SIGMA-Genosys). Los niveles de expresion
relativa de mRNA se calcularon usando la formula 24% que representa los
niveles de mRNA de células tratadas ajustados primero con el gen constitutivo
(cltocing - PRIA) vy posteriormente se cornpararon con &l mock. ACt muestra -
ACH control=AACY,

Expresion de Factores de Transcripeidon

Tras la estimulacion de célutas T con DCs infectadas con cepas
americanas o pulsadas con mock (m.o.d. de 0.1), se cuantificé la expresion de
los factores de trascripcion T-bel, GATA3 y Foxp3 mediante PCR de tiempo
real, por la metodologia previamente descrita, los inicisdores vy las sondas

utilizadas se describen en la Tabla 2.
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Analisis Estadistico

Los ensayos se realizaron por duplicado vy se realizd un  analisis
descriptivo de los dalos, cuando su comportamiento fue normal (Kurtosis) se

analizaron por comparacion de medias

Wilizando | de student pareada. A los

dalos que no se distribuyeron normalmente se les realizd una prueba no
paramétrica de Kruskai-Wallis. En ambos c¢asos se tomd como diferencia

significativa cuando el valor de p fue menor a 0.05,

Tabal 2, Descripcion de iniciadores y sondas,

‘ Sentido BLACAGTTGCTTTTGAAGGAAGT TAAGAA-Y
-2 Antisentidy 5-COTGGTTGOIILATOTAAAATTT. -3 hRBETH0

Sonda B CGAGAATECTGATCTCTCCAGGATRETE.S

. Sentidy BLGULGEGLETRGAGTHT-I! i

1.4 Antsentido  $-TCCGOTCAGGAGOCTOTTO-3 "RWM_214123
Sonda S TYCGGOALATO TACABACAGCAGALG-Y
Sentido B TOAGAACAGLTGCATOCALTTC-3!

AL-10 Antiseniide B-TGIGGTGCTT CL-TTIGAAAOAAA 3’ L2000
Sonida 5.0 AALLAMQCYL&M“(‘D’\CM (,:G 3

Santide

IFN-y Antisentido B uﬂm 1TGC“CaC‘TGL—:MLIL; Ky YAY 188040
Sanda BCTTCOAAMAGETCATTAAATTCC GO TAGATAATCTGC-3'
T Gentide  ALAGGGCTACCATGCCAATTICTB
TGE-f Antisentido i} ‘i‘,»t‘;ITCJI‘C;("‘Wf@TTE:MLA 3 ‘ *M23 TN
Honda BOCTAGACACTCAGTACAGCAAGG TGO TGGE A
. Bentdo BTG TAGCAAATCOAAAAAGTGCAAA-Y
GATA-3  Aptlsentide 5 -G0GTTGAAGOGAGLTOGCTCYT.3 "AYIG8199
Sonda B TCOTOUAGLGTGTOATRACACDDT-Y
Samide B TGGACCCAACTOTOAATTGCT-Y
“TEX21 Antiseniide 5 -ALGGCTGGGAACGGGATA-Y AY435216
Satda EACCACTACTCTOCTOTOCTCUCCAACDCALT -3
Santida E-CCOTGOOCTTCTCATCEA-T
Foxgad Antisantine B-GTGOLLLGOATGTGAAAAS *ANEGRA2
Sonda BAGCOAGAGGACTTONT mmmm (3503
Sentide HLGOOATGOAGCGCTTTEG-3 ‘
PPIA Antiseniide BT TATTAGATTIGT CCACAGTCAGCAAT 3" . TAY 2BERHR
| Sondn 5 AGATCITGTTOLTGUTCTTGLCATTCET -3

Las sondas aesthan marcadas con los fluorecromos: TET como reponero v TAMRA como
inhibidor, {*) Representa el ndmero de accesn al banca de gepeas,
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RESULTADOS

Proliferacion de células T por citometria y CFSE

Para evaluar si las DCs infectadas con el virus PRRS son capaces de
estimular la respuesia de célitas T, primero se determind la proliferacion de
celulas T por citometria y CFSE. La figura 6 muestra que al eslimular linfocitos
con DCs infectadas, disminuye la proliferacion. Como controles se ulilizd célutas
no adherentes sin estimulo, estimuladas con DCs sin antigeno vy virus
inactivado. No hubo diferencias entre ellos (p=0.05). También como control
positivo se ulilizo fitohemagiutinina (PHA) (Figura 6 v 7). £l resultado fue que la
proliferacion de células T ante el virus PRRS disminuyd con respecto al mock
un 10 y 15% para log virus NLSV y CIAD respectivamente. No se observd
diferencia entre las dos cepas de virus americanas utilizadas (p>0.05) (Figura
7A). Sin embargo, cuando se evalud el efecto producido por las cepas
europeas, hubo un comportamiento diferente, En el caso de las cepas 2203 y
20992 existe un incremento (p<0.08) de 15 y 20% respectivamente y en las otra
dos cepas evaluadas no hay diferencias con respecto al mock (p=0.058) (Figura
78).

Las DCs infectadas con el virus del PRRS no producen IFN-a, citocina
primordial para promover la expresion de moléculas de MHC tipo | y Il (Loving
et al, 2007), Por ello, se evalud la proliferacion utilizando DCs infectadas con
virus PRRS americanos estimuladas con IFN-o. En estas condiciones, no se
observd un aumento en la proliferacion de células T (p>0.05). Es tan débil la
capacidad de tas DCs infectadas con PRRS para presentar antigenos, que la
estimulacion con FEN-a no tuvo ningun efecto (Figura 7A). Se observd que
aungue pareciera que existe una tendencia a incrementar, ésta no es mayor
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que la del mock (p=0.05), Cuando se utilizd virus NVSL. y CIAD inactivados con
calor la profiferacion fue de 6.2+2.7% y 8.444.8% respectivamente y al

comparar con los virus activos no existe diferencia significativa (p>0.05).
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Figura 6. Proliferacion celular con CFSE. Los histogramas muestran un

experimento representativo de células no adherentes estimuladas con (os
diferentes tratamientos. Ei porcentaje de células que se encuentren deniro de
marcador son las celulas gue proliferaron, por eilo dicho marcador se establece
en la celulas sin estimulo,
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Figura 7. Proliferacion de células T inducida por DCs infectadas con virus
PRRE. Célutas no adherentes estimuladas durante 5 dias con DCs infectadas a
un m.o.i. de 0.1 con PRR3y de cepas americanas e IFN-a (A) y cepas europeas
(B). Los graficos represenian fa media y desviacion estandar, para n=6 donde
se aplicd una t de student pareada, p<0.05.
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Para comparar e resullado obtenido con PRRE se utilizd al Circovirus
Porcino Tipo 2 (PGV2), el cual liene la capacidad de infectar a las células
dendriticas, sin una modulacion aparente y en ausencia de replicacion (Vincent
y cots. 20056). La proliferacion estimulada por las DCs infectadas con PCV2 fye
de 2641.5% y con mock de 1121% (n=2) (Figura 8),
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Figura 8. Proliferacién celular inducida por DCs infectadas con PCV2, Se

muestran los histogramas de un experimento representativo, donde se
estimularon célilas no adherentes (tefidas con CFSE) con DCs infectadas con
POVZ2 am.ol. de 1,

Tambien se delerming el porcentaje de celulas CD4 y CD8 que
proliferaron. Después del quinto dia de co-cultivo se colectaron las células y se
marcaron con los anticuerpos anti-GD4 vy anti-CD8, No existieron diferencias
entre los tratamientos (p>0.05). Los datos se resumen en la Tabla 3. Donde se
observd como la respuestia de células CD4 y CDB ante el virus de PRRS, es

muy débil, casi nula,
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Tabla 3. Porcentaje de proliferacion de linfocitos T CD4 y CD8,

Celulas no adherenies; ch4 cbs
PCs/Mock 4146 hid .2
DCs/PRR8v (NVSL) 514.3 B43.9
DCs+IFN-af PRRSv (NVSL) B46.1 744.6
DCs/PRRSyY (CIAD) G152 715
DCs+IFN-a/PRRSY (CIAD) J42.5 3+3.2
PHA 30£10.3 23483

Los dates representan la media y D5, p=0.06 (*}

Generacién de Células T reguladoras

Para identificar si la baja respuesta celular se debla a la supresidn por la
induccion de linfocitos T reguladores (CD4'CD25'Foxp3), se evalud la
expresion de CD2Z5 y Foxp3d en células no adherentes (Figura 9). El porcentaje
da linfocitos con fenotipo regulador aumentd respecto al mock en los
tratamientos con virus PRRS genotipo americano, El incremento (p<0.05) fue
de 14 y 9% para NVSL y CIAD respectivamente. Como controles se utilizaron
células no adherentes sin estimulo, DCs sin antigeno y mock, dondeé no hubo
diferencias enire estos (p=0.08). Ademas se encontréo gue no hay diferenclas
entre las cepas de virus NVSL vy CIAD en cuanto a la induccion de linfocilos
Foxp3'CD25" (Figura 10A),

FPara comprobar sl el aumento en el numero de célutas con fenotipo
regulador estaba asociado a la replicacion viral, se determino el porcentaje de
células Foxp3'CD25" estimulando DCs con IFN-u para bloquear la replicacién
viral y virus inactivado por calor, En el caso del virus inactivado se observd que
el porcentaje de células que expresan Foxp3'CD25° disminuye en las dos
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cepas americanas (Figura 10A), presentando el mismo comportamiento que el
mock (p=>0.05). En las cepas de genolipo europeo no se favoracio la induccion
de células con fenolipo Foxp3'CD25" (p=0.05) (Figura 10B). Al comparar entre
el tratamiento con y sin IFN-a en la induccion de células Foxp3'CD256" en la
cepa NVSL, disminuyd un 6% al tratar con IFN-a, No se encontrd diferencias en
el tratamiento del virug CIAD gon y sin IFN-a (p>0.05), sin embargo, se observé
una tendencia a disminuir como ef virus NVSL (Figura 10A).

Region de celuias T Sin Estimulo DCs/Mock

Yt w Wt "W

e ‘ e
P Hadpld

DCs/IFN-a+PRRSv PCs+PRRSY

Foxpl

T who ol L T A T Y

CD25"
Figura 8, Expresion de Foxp3'CD25" en células no adherentes. Las graficas de

puntos que se muestran son de un experimento representativo. &l cuadrante

inferior izquigrdo representa las células Foxpd'CDES, el superior izquierdo
Foxp3”, el inferior derecho CD25" v el superior dereche Foxp3'CD25", Por lo
que el porcentaje de celulas doble positivas son las que nombramos como
células con fenotipo regulador,
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Figura 10. Induccion de Linfocitos T con fenotipo regulador Foxp3*'CD25", La
exprasion de Foxpd y CD25 se determind por citomelrla de flujo. Las células no
adherantes se estimularon con DCs infectadas con virus activos, inactivados
par calor o estimuladas con {FN-a {previo y durante la irfeccion), lLos graficos
representan la media y desviacion estandar, donde A) representa las cepas
Americanas (n=06) y B) las cepas Europeas (n=11). Para determinar diferencias
antre tratamiantos y control, se ulilizod una t de student pareada, (p<0.05).



Cuantificacion de Citocinas

Para confirmar los resultados obtenidos en el presente estudio, donde la
prolifaracion celular fue suprimida, debide quizés a la induccion de células
Foxp3'CD26", fue importante caracterizar el perfil de citocinas. Por lo que se
evalud la expresion de mRNA para citocitas Th1, Th2 vy Treg en los co-cultivos
tras 24 horas. La expresion de IL-10 no se incrementd con respecto al mock en
ninguno de ios tratamientos. Pero en el caso del TGF-B se observd una
tendencia a incrementar 5 veces con respecto al mock (p=0.04 y p=0.1 para el
virus NVSL y CIAD, respectivamente). Hubo ademas una ligera disminucion de
2 veces cuando se estimuld con IFN-t en el tratamiento con virug NVSL y CIAD
(p»0.05). Esta se puede relacionar con la disminucidn que se observd en el
porcentaje de células Foxp3'CD25" (Figura 11), Para lag citocinas tipo Th1 vy
Th2 ne hubo incremento en la expresion de mRNA para IFN-y e IL-4 (p>0.08), y
al estimular con IFN-¢ en ¢l virus CIAD hubo un incremento relativo de 5 veces
con respecto al mismo sin estimulo en la expresion de IFN-y {p<0.05). Para la
axpresion de tL-2 se observo que tiende a incrementar en § veces para la cepa
NVSL (p=0.07) y el mismo comportamienio en la cepa CIAD (p=0,05). Al
estimular con IFN-a 8e observo un incremento con respecto al mock, sin
embargo estos resultados no son estadisticamente significativos (Figura 11),

Ademas de evaluar la expresion de los genes de citocinas, también se
determind IFN-y e IL-10 por ELISA, para los dos genotipos del virus PRRS, En
tos resulados para las cepas americanas podemos observar que no existio
diferencias significativas entre tratamisnto, tanto para IL-10 como IFN-y (p=>0.08)
(Figura 12A), Los virus europeos tampoco son capaces de induclr IFN-y y sdlo
con la cepa 2992 se incremento 5 veces fa produccion de IL-10 (p=0.001) con
respecto al control (DCs sin antigeno) (Figura 12B),
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Figura 11, Expresion de mRNA de citocinas Th1, Th2 vy Treg. A las 24 horas de
co-cullivo se extrajo el mRNA de las muestras y se determind la expresion de
ranscritos de cilocinas, La expresion relativa se determind utilizando la formula
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. para una n=5, aplicando una prueba de Krukal-Waliis p<0.05,
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Figura 12. Cuantificacion de las citocinas IL-10 e IFN-y por ELISA, A parlir de
los co-cuitivos se colectaron alicotas de los sobrenadantes al tercer dia. Se
determing IFN-y (A) e IL-10 (B), para una n=3 en las cepas americanas y uha
n=3 en cepas europeas, Se compard la media {1 student pareada, p<0.05 (")
del tfratamiento contra su respectivo control (cepas americanas-mock y
suropeas-DCs sin antigeno).
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Expresion de Factores de Transcripcion

EH altimo objetivo que se cumplié fue evaluar la expresién de factores de
franscripcion gque condicionan un lipo u ofro de respuesta en las células T, Se
determing la expresion de T-bet, GATA-3 y Foxp3, solo para las cepas de
genotipo americano. La expresion de GATA-3 y T-bet no se incrementod
{p>0.05) y sdio en el tralamiento con DCs infectadas con la cepa NVSL se
observd una tendencia a incrementar la expresion de Foxp3 (1.5 veces) con
respecto al mock (p=0.07). Ademas los tratamientos con IFN-a lienen efecto en
la expresion de Foxpd y no en T-bet y GATA-3 (p>0.05) (Figura 13).
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Figura 13, Expresion relativa de factores de transcripcion T-bet, GATA-3 y
Foxp3, A parir de RNA extraido a las 24 h de co-cullivos se evalud la expresidn
refativa (mRNA), ulilizando fa formula 2™ para n=5, aplicando una prueba de
Krukal-Wallis, p<0.05.
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DISCUSION

l.a respuesta inmune celular en cerdos infectados con virus PRRS
aparece tardiamente v las células productoras de IFN-y aparecen a un nivel
muy bajo (Mejer et al., 2003). Debido a gue este virus tiene la capacidad de
infectar y replicarse en células dendrilicas, v que éstas son muy importantes en
la activacion y diferenciacion de los linfocitos T, se evalud la capacidad de (as
DCs infectadas de estimular la respuesta de células T, Se observd que el virus
PRRS disminuye el porcentaje de proliferacidn con respacto al control (mock).
Estos resullados concuerdan con los publicados por Wang (2007). Lo anterior
puede ser debido a que el virus provoca gue disminuya la expresion de
moleculas de MHC |y Il asl como moléculas de coestimulacion como CDBO,
Gpge, Ch14, y CB11 (Loving et al., 2007; Wang et al., 2007). El virus NVSL
tambien provoca la disminucion de MHC-Il y CDBM/B6 en células dendriticas
derivadas de monocitos (Flores-Mendoza et al.,, 2008}, Sin ambargo los virus
con genolipo europeo tignsn un comportamiento distinto. Dos cepas presentan
un incremento en la proliferacion, lo que indica como la variabilidad entre cepas
influye en el lipo de respuesta (Diaz et al., 2005).

Se ha dascrito que las células infectadas con virus PRRS no tienen la
gapacidad de producir IFN-a (Lee et al, 2004) el cual es importante en |a
induccion de protelnas antivirales, como son: proteina Mx (del inglés, mixovirus
resistant), proteinas cinasas dependientes de RNA (PKR), las cuales evitan |a
replicacion viral o degradan componentes virales (Kawamoto et al, 2003).
2003). Ademas el IFN-a tiene |a capacidad de activar a STAT-1y 2 y con ello
favorecer la produccion de tFN-y (Bossert et al., 2003). En estudios realizados
por Loving (2007), reportd que células dendriticas derivadas de monocitos
infectadas con virus PRRS son deficientes en la produccidn de IFN-a. Al
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estimular con IFN-a la replicacion del virus disminuye vy la expresion de
moléculas de coestimulacion aumenta. Los resuitados de este trabajo muestran
que al IFN-acen DCs infectadas con virus PRRS no aumenta la proliferacion de
células T. Estos resultados concuerdan con previos reportes donde al estimular
con IFN-a las DCs infectadas con virus PRRS aumenta la expresion de MMC-l y
de CDBO/8G. Sin embargo esto no se ve reflejado en un aumento en la
profiferacion de celulas T heterdlogas (Loving et al., 2007). Fstos resultados
sugieren que existe otra via por Ja cual esle virugs esld bloqueando la

proliferacion de ceéfulas T,

Diferentes reporles sugisren que el virus PRRS modula el sistema
inmune del cerdo durante las primeras sernanas después de Ja infeccion (Meigr
et al,, 2004; Xiao et al., 2004, Zuckernmann et al., 2007). Estudios recientes
indican que las diferentes cepas del virus PRRS tienen distima habilidad de
inducir la produccion de [L-10 y por lo tanto interferir con fa induccion de {FN-y
(Diaz et al., 2006), Por lo tanio es posible que el tipo de células v la cantidad de
citocinas secretadas por ellas puedan tener un efecto regulador. Estudios
realizados en DCs derivadas de monocites maduradas con LIPS infectadas con
virus PRRS, muestran que existe un incremento en la produgcion de 11.-10,
ademas cuando se infectan DCs inmaduras con las cepas NVSL la expresion
de TGF-B aumenta (Flores-Mendoza et al., 2008). Lo anterior sugiere que el
virus del PRRS puede provocar la induccion de células T reguladoras, Se
gvalud la expresion de CD25 y Foxp3d, encontrando que el virus PRIRS con
genolipo americano proveca el aumento de esta poblacidn celular, Sin embargo
el hecho de que las cepas con genotipo europeo evaluadas no inducen la
generacion de células con fenolipo regulador, concuerda ademas con el hecho
de gue virus europeos no disminbyen el porcenlaje de proliferacion. La
diferencia en el tipo de respuesta puede estar relacionada directamente con la
alta variabilidad genetica y antigénica gue existe entre los dos genotipos, Se
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dice que la respuesta inmune ante los dos genotipos es similar, sin embargo,
los cerdos infectados con virug PRRS genotipo europeo cursan con viremias de
menor intensidad y las células productoras de IFN-y aparecen a las 2 semanas
post infeccion (Diaz et al., 2008). Sin embargo se necesitan mas estudios donde
s& vea los efectos de la infeccion en DCs del virus PRRS genotipo europeo
para definir cual podria ser la causa de la falta de produccion de IFN-y que se

observa,

Por otro lado, &l hecho de que las DCs infectadas con virus PRRS no son
capaces de producir IFN de tipo 1, nos lleva a evaluar el efecto que tendria la
estimulacion con IFN-a, es decir, al bloquear fa replicacion de PRRS en la
induccion de células T con fenotipe regulador, Los resultados muestran que en
efecto existe una disminucion en el porcentaje de células con fenotipo
regulador, Sin embargo para el caso del virus CIAD, el IFN-a no evita la
generacion de células Foxp3 CR25", lo cual podria indicar que se trata de una
capa mas agresiva, Por olro lado al estimular con DCs pulsadas con virus
inactivado por calor, la generacion de linfocitos T con fenctipo regulador
disminuye. Estos resultados sugieren que el proceso de infeccion del virus en la
DCs esta relacionado con {a induccion de células T reguladoras. El virus del
PRRS podria estar afeclando el proceso de fosforilacion del factor de
franscripeion IRF3, que normalmente es desencadenada por la infeccion viral y
las cinasas responsables son de tipo kB TBK1 e IKKe (Kalze et al., 2002).
Estas cinasas son esenciales en la induccion de interferones (tipo 1y 2) y
citocinas pro-inflamatorias, por su habilidad de fosforilar residuos de serina en &l
carboxilo terminal del IRF3. El virus hepatilis C codifica para una proleasa
(NS3/4A), que es importante en la replicacion del virus, donde cataliza los
cortes de la poliprotelna e interfiere con la activacion de TBK1 e IKKs (Meurs
and Breiman, 2007). En el caso del virus del PRRS aln no se conoce la funcién
de lodas las protelnas no estructurales. Sin embargo, en el caso de los
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arlerivirus se sabe que la proteina no estructural 4 (hspd) tiene actividad de
sarin proteasa (Snijder and Meulenberg, 1098).

Al observar el pedil de citocinas, podemos nolar que la expresion de 1L.-4,
IL-10 e IFN-y, asi como la expresion de los faclores de transcripeion T-bet y
GATA-3 no se ve favorecida y el IFN-a no {uvo efecto, Estos resultados validan
nuastra hipdtesis, de que las DCs infectadas con el virus PRRS suprimen la
respuesia Thi y Th2, En cuanto a las citocinas IL.-2 y TGF-B, asi como para
Foxp3 se observa un aumenio en g expresion de mRNA, aungue
estadisticamente no son significativos, Este resultado sugiere que las células
con fenotipo regulador que son indusidas por las DCs infectadas con PRRS,
estan relacionadas directamente con la produccion de TGF-B. Estudios
recientes indican que la IL-2 es requerida para que las celulas T CD4
convencionales exprese de novo Foxpd en respuesta al TGF-B (Rubtsov and
Rudensky, 2007). En nuestros resullados podemos observar que las células
con fenotipo regulador expresan alto contenido del receptor de IL-2 (CD25). Se
dice, que es posible gue las células T reguladoras adsorban la IL-2 producida
por otras células, en consecuencia bloquea la proliferacion celular (Miyara and
Sakaguchi, 2007). Lo anterior podiia explicar ¢l porque se observa una mayor
gxprasion de [L-2 (en comparacion con la expresion de 11.-10, IL-4 e IFN-y) y la

proliferacién celular esta disminuida.

Para humano y raton se han descrito varios tipos de celulas T
reguladoras, en base a su origen, generacién y mecanismo da accidn, sin
embargo se han clasificado en dos subtipes: naturales e inducidas, estas
ultimas  adquieren una funcion reguladora por causa de una infeccidn
determinada. En esta poblacidn se incluyen las celulas T reguladoras 1 (Tr1)
productoras de IL-10, células T helper 3 (Th3) productoras de TGF-B y células T
reguladoras Foxp3 (Belkaid; 2007). Para ¢l cerdo no se han caracterizado los
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tipos de celulas T reguladoras. Un réporte reciente indica que células
CD4'CD2EY de cerdo tienen capacidad supresora, Ademas que estas células
expresan Foxp3 y no producen IL-10, por fo que atribuyen que su funcidn es a
través del contacto célula-celula, Sin embargo, no evaluaron la producceion de
TGF-§ (Késer et al., 2007). En nuestros resultados tenemos que la cepa 2092
indujo fa produccion de H.-10, aunque la proliferacion celular no se afectd y
tampoco fue capaz de inducir células con fenotips regulador Foxp3'CD25". Por
ello podemos decir gue la IL.-10 no esta relacionada con la induccién de células
T raguladoras. Por o tanto, nuestros resullados sugieren que fas células T con
fenotipo regulador antigeno especificas en cerdo se caracterizan por ser
Foxp3'CD25" y productoras de TGF-B. Sin embargo, el TGF-B también se
expresa en la membrana de las células T reguladoras Foxp3® (Miyara and
Sakaguchi, 2007). Por lo tanto, se sugiere que el mecanigmo por ¢l cual este
tipo de celulas suprimen la respuesta de celilas T esta relacionado a la accidn
del TGF-, Si se confirma que &l virus del PRRS genotipo americano induce la
diferenciacion de linfocitos T CD4 convencionales en reguladores, Se podria
explicar el hecho de que en las infecciones causadas por este virus la memoria
inmunologica esta retrasada (Murtaugh et al,, 2002). Ya que los linfocitos T
reguladores tienen la capacidad de suprimir la accidn de células de memoria
(Miyara and Sakaguchi, 2007). 5Sin embargo, no se puede llegar a una
conclusion de este tipo en el caso de las cepas Europeas,

En resumen podemos decir que las células dendriticas infectadas con
virus PRRS genotipo americano disminuyen el porcentaje de proliferacion,
mientras que las infectadas con lag cepas de genotipo suropeo no. Que las
cepas con genotipo americano provocan ta induccion de células con fenotipo
regulador (Foxp3'CD25% y las cepas europeas no. Ademas las células
dendriticas infectadas con virus PRRS no son capaces de inducir fa produccion
de IL-10 e IFN-y en linfocitos T. Por ullimo, gue las células dendriticas
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infecltadas con cepas americanas ho promueven la expresion de IFN-y, 1l.-4, IL-
2, 1IL-10, T-bet, y GATA-3, ademas se observo un incremento en la expresion de
TGF-B y la expresién de Foxp3 tiende a incrementar, por lo que ho se puede
afirmar que las células Foxp3'CD25" sean células T reguladoras,
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CONCLUSIONES

En conclusion estos resullados muestran que ademas de la alla
variabilidad genética y antigénica otro posible mecanismo por el cual el virus del
PRRS suprime la respuesta inmune celular es mediante la infeccion de células
dendriticas, Las cuales no promueven una correcta activacion de células Ty
ademas para el caso de los virus con genotipo americans inducen un aumento
de células T con fenotipo regulador (Foxp3'CD25"), que al parecer esta accion
se relaciona con la produccion de TGF-B,
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ANEXOS
Lista de Abreviaturas

APC o APCs. (antigen presentation cell) celula presentadora de antigeno.

CTL. (cytotoxic cells) célutas cilotbxicas,

BC o BCs. (dendrilic cell) célula dendritica.

IFN. Interferdn

iL. Interleucina.

intDCs, (insterticial dendritic cells) celulas dendriticas insterticiales.

ITAMS. {(imunoglobulin family tyrosine (Y)- based aglivation motifs) motivos de
tirosina.

IRFs. (IFN-regulatory factors). Factores de regulacion de interferones.

LCs. (langerhans cells) celulas de Langerhans.

MHC. (major  histocompatibity complex) complejo  principal  de
histocompatibilidad.

M.O.1. {multiplicity infection index). Indice de multiplicidad de infeccion. )

Mx. (myxovirus resistance). Proteina resistenie a myxovirus,

NK. (natural killer) célula agesina nalural,

mRNA, (messenger ribonucleic acid), RNA mensajero,

ORF. (open reading frame) marcos de lectura abierta.

PAMP. (patterns associaled molecular pathogen) patrones moleculares
asociados a patogenos.

pRCs. (plasmocytoide dendritic cell) celula dendritica plasmocitoide.

PHA. Fitohemaglhiinina.,

PKR. (dsRNA-dependent protein kinase). Proteinas cinasas dependientes de
RNA de doble cadena.

PPIA. (peplidylprolyl isomerase A) Peptidilpropil isomerasa A,

PRR. (patterns recognition receptor) receptor de reconocimiento de patdgenos.
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SLA. (swine leucocyte antigens) antigeno leucotitario porcino.

Stat. (signal transducer and aclivator of transcription) traductor de sedales y
activador de la transcripcion.

TCR. (T cell receptor) receptor de células T,

Th. (T helper cells) células T helper

TGF-j. (transformer growth factor j3) factor transformante del crecimiento B.
TLR. { toll ike receptor) receptores tipo toll,

TNF. (tumour necrosius factor) factor de necrosis tumoral,

Treg. (T regulatory cells) células T reguladoras.
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