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1. INTRODUCCION







Introduccion

El sindrome de adelgazamiento multisistémico pesttie causado por
circovirus porcino tipo 2 (PCV2) produce en el cegilaves consecuencias sanitarias y
grandes pérdidas econOmicas en las explotaciometa Ectualidad, este virus infecta
endémicamente las granjas porcinas a nivel mundialgue ha tenido como
consecuencia el aumento de los niveles de morthttzdia en un 3-4% con respecto a
la situacién anterior a su aparicion. Las pérdgkseradas por la infeccion de PCV2 en
Europa se calculan entre 562 y 900 millones ded@ edio. Esta situacion ha hecho
necesario el desarrollo de vacunas frente a ests,Vias cuales han mostrado su
capacidad para disminuir las pérdidas productigaeiadas a la infeccion por PCV2.
Se han realizado diversos estudios que demuestran estas vacunas aumentan el
nivel de anticuerpos en los animales y disminugegravedad de las lesiones asociadas
a PCV2, asi como el numero de virus excretadogjule lleva finalmente a una
disminucién de la mortalidad y del gasto de medastws, junto a un aumento en la
ganancia media diaria. Las vacunas que existehmereado estan autorizadas para la
aplicacién en cerdas reproductoras o en lechonessdaso desarrollo del sistema
inmune del lechén junto al hecho de que la vacdmade los neonatos puede favorecer
la infeccidn sistémica por PCV2, ha hecho que lumacion de las madres se utilice

ampliamente.

Consecuencia de la vacunacion se produce en ebbnima respuesta inmune
que le protegera en caso de que contacte con PlGVEespuesta inmune se clasifica
desde un punto de vista funcional en celularyo yrhumoral o T,. La respuesta b
esta regulada por las interleucinas (IL) IL4, IL5]10 e IL13. Este trabajo se realizo

para estudiar el efecto de la estimulaciéon congantis de PCV2 sobre la expresion




Introduccion

génica de interleucinasq7 en células mononucleares. Para ello se empledupo gle

cerdos vacunados y revacunados frente a PCV2 yupo gle lechones vacunados que

nacieron y se encalostraron de madres vacunadascomla misma vacuna frente a

Los objetivos del presente trabajo fueron:

+ Evaluar la respuesta inmuneg;Tde los animales vacunados y
revacunados frente a PCV2 cuando son reestimulamwos péptidos
antigénicos del fragmento de lectura abierto 2 (ORE inglés Open

Reading Frame) de PCV2.

+ Estudiar el efecto de la vacunacion de las madrdsrdha aislada
0 en combinacién con la vacunacion de los lecheabee la respuesta de las
células mononucleares periféricas de la sangre lanteestimulacion con

péptidos del ORF2 de PCV2.

+ Aumentar el conocimiento sobre la cinética y elotide
interleucinas que intervienen en la respuesia del cerdo, a la vez que

comprobar si  existe algun tipo de correlacion entellas.
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2.1 EL SISTEMA INMUNE

El sistema inmunitario actia en dos fases paraedauesta a las agresiones que
recibe el organismo. En primer lugar actia la resf inmune innata, que es una
primera barrera que se crea mientras se estall@esguesta inmune adaptativa, donde
los linfocitos T y B lucharan especificamente cardl agente agresor. Las células que
forman el sistema inmune innato son los macréfatass,células dendriticas y las
células asesinas naturales (NK por sus siglas gtésinnatural killer) (Janewast al.,

2001).

La respuesta inmune innata utiliza receptores geeonocen patrones
moleculares especificos y que se encuentran a aévi superficie celular. Un tipo de
estos receptores son los llamados receptores #p@e:pTLR (del inglés Toll Like
Receptor). Estos TLR reconocen patrones molecuksesiados a patogenos: PAMP
(del inglés Pathogen Associated Molecular Pattemps® son estructuras moleculares
comunes a diferentes patogenos. De esta manerajccua TLR reconoce a su PAMP
especifico se produce una rapida activacion quéesancambios a nivel intracelular
que estableceran la activacion de la respuestmatoria. Al contrario que la respuesta
inmune adquirida, la respuesta inmune innata negitacde la activacion clonal de las
células para producir una respuesta, ello le perseit mucho mas rapida y producir una
accion inmediata contra el agente que estimulo civagion. En la actualidad se
conocen 11 TLR diferentes en mamiferos. Entre ifesethtes PAMPs se encuentran:
peptidoglicanos (TLR2), ARN de doble cadena (TLR#)ppolisacaridos (TLR4),
flagelina (TLR5), ARN de cadena simple (TLR7 y TDRB ADN bacteriano con

secuencias dinucleotidicas de citosina fosfato igaa(CpG-ODN por sus siglas en
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inglés) (TLR9) (O'Neill, 2004). Es posible que unismo TLR reconozca
simultdneamente patrones bacterianos y viricos,oces el caso del TLR4, que
reconoce la presencia de lipopolisacaridos baciesig del virus sincitial respiratorio.
Las células que presentan TLR son los macréfagass,células dendriticas y los
neutréfilos (Nathansoret al, 2007). Los macrdfagos activados secretan disersa
citocinas, que son proteinas pequefas de aproxmeada 25 kDa capaces de producir
una respuesta en aquellas células que posean deptomes adecuados. Entre las
citocinas producidas por los macrofagos encontrathasIL6, IL12, factor de necrosis
tumoral alfa (TNFe) e IL8. Estos mediadores van a desencadenar spagsta a nivel
sistémico caracterizada por fiebre, anorexia y sugiiion de citocinas a receptores
situados a nivel del cerebro), leucocitosis (uni@ncitocinas a receptores en sistema
inmune), aumento de las concentraciones de ACTbBirtysol (producido en glandulas
adrenales tras la accion de la corticotropina #ibarpor la pituitaria y el cerebro en
respuesta a los niveles de citocinas circulantescenso de los niveles de la hormona
tiroidea, disminucion de los niveles de hierro ycziy alteracion en los niveles
plasmaticos de las proteinas de fase aguda, pdzdupor los hepatocitos en respuesta a
las citocinas séricas (Eckersall, 1996). Las célilfectadas por virus producen un tipo
de proteinas especiales llamadas interferones (EEMas proteinas tienen como mision
impedir la replicacion viral en las células del pedador. Los IFN se clasifican en Tipo
1y 2 Los de Tipo 1 son el IFd{se trata de una familia compuesta por diferentes
proteinas muy similares entre si) y el IBNEI INF de Tipo 2 se denomina IFNy no
es producido por las células infectadas por vimg por linfocitos T auxiliares tipo 1,
linfocitos T citotoxicos, células dendriticas yudés NK dentro de la respuesta inmune
adquirida. La sefial que le indica a la célula quersuentra infectada por un virus es la

presencia de ARN de doble cadena. Este tipo de ARIdarte del ciclo infectivo de
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todos los virus y nunca se encuentra de maneraahatu las células de los mamiferos.
Los IFN Tipo 1 secretados por las células infetgutar virus son capaces de unirse a
los receptores celulares especificos que las magialas infectadas y las no infectadas
poseen para ellos. La unién a su receptor indus®ics en la transcripcién genética
que acabaran induciendo la sintesis de proteirasnpiden la replicacion viral en las
células. La union de estos IFN activa a las célalasoducir mas complejo mayor de
histocompatibilidad tipo uno (MHQpor sus siglas en inglés), lo que facilitara a las
células del sistema inmune reconocer a las céinfastadas. Los IFN Tipo 1 también
protegen al organismo de la infeccion virica aivacta las células NK (productoras de
IFN-a. e IFN<) que destruiran las células infectadas por elsvi&almoret al, 1989;

Janewayet al, 2001).

Los leucocitos que participan en la respuesta immadquirida, derivan de
precursores que se encuentran en la médula ései@pdJespecial de estos leucocitos
son los llamados linfocitos, los cuales maduramatos organos linfoides primarios o
centrales que son la médula 6sea y el timo. Ers étganos se desarrollan los procesos
que permitiran la autotolerancia, mecanismo poqua los linfocitos que reconocen
como extrafos los propios antigenos del cuerp@m®miren apoptosis o muerte celular
programada. Este mecanismo de eliminacion de tdscltos autoreactivos se llama
deleccion clonal. Existen tres poblaciones de titds con funciones distintas:

linfocitos T, linfocitos B y células NK.
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Los linfocitos T son aquellos que tras abandonandalula ésea, maduraran a
nivel timico. A nivel del timo existe otro procede seleccion de linfocitos: la seleccion
positiva, la cual asegura que las células T madseas capaces de responder a los
péptidos que les van a presentar las células peekeas de antigenos (APC por sus
siglas en inglés: Antigen Presenting Cells) praplias linfocitos B maduraran a nivel
de distintos érganos dependiendo de la especisalold Fabricio en las aves y médula
Osea en el resto de mamiferos. Una vez que hanratadlos linfocitos migran a los

organos linfoides secundarios, que son:

* Noédulos linfaticos: encargados de filtrar la linfaasi captar los
antigenos que provienen de los tejidos. Los nodiuGicos porcinos tienen la
peculiaridad de que su estructura anatomica estid@ea la del resto de
especies (Binnet al, 1982).

* Bazo: filtra la sangre y capta los antigenos prtesesn ella.

+ Tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT): egealo de
procesar los antigenos presentes a nivel de lagasic Recibe diferentes
nombre en funcién de su localizacion: BALT si es&bciado a los bronquios y
GALT el asociado a las mucosas del aparato digestiv

* Médula Osea: éste 0rgano actia como organo linkedandario

en las respuestas inmunes secundarias.

Durante su vida los linfocitos no se quedan inmoatos en los dérganos
linfoides, sino que entran y salen de éstos graclascirculacion sanguinea vy linfatica.

Este hecho favorece que las células linfoides pueztdgrar en contacto con sus

10
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antigenos especificos en los diferentes érgandsides periféricos. Los linfocitos

poseen cuatro caracteristicas fundamentales pdvacon:

+ Diferenciacion de antigenos propios y ajenos.

+ Especificidad: cada linfocito posee un receptor T{@Rocitos
T, del inglés T Cell Receptor) o BCR (linfocitos Bel inglés B Cell
Receptor) que solo reconoce un antigeno concreto.

+ Diversidad: existen tantos receptores (TCR o BCRIn@
posibles antigenos en la naturaleza.

+ Memoria: cuando se produce el contacto con un embigse
generan células efectoras y células de memorigpeunitiran una respuesta

mas rapida en caso de un segundo contacto.

En los 6rganos linfoides se desarrollardn las estps inmunes adaptativas
frente a los antigenos detectados. Si los linfscito entran en contacto con su
antigeno especifico tendrdn una vida corta, qudegale unos dias a pocas semanas
para finalmente morir por muerte celular program&ia embargo, si estos linfocitos
contactan con sus antigenos especificos, prolifierar se diferenciaran en dos
subpoblaciones: células efectoras y células de mam@algunas de las cuales

persistiran durante muchos afos o incluso todakadel animal).

Los linfocitos B reconocen los antigenos libres iavete sus receptores BCR
gue poseen a nivel de membrana. Estos BCR son oglabulinas situadas en la
membrana plasméatica y cuando se unen a su anta@ggseifico, son introducidos al

interior de la célula para ser procesados y pradest via MH@. Existen BCR

11
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constituidos por diversos tipos de cadenas; §i,0 y €. Los BCR pueden ser liberados
de la membrana plasmatica celular y pasar al tmreanguineo como anticuerpos
circulantes. Cada linfocito B sintetiza un uniqootide BCR especifico de un antigeno
particular, por lo que cada célula B sélo reaccioma un antigeno. Cuando se produce
la proliferacion clonal, se generan dos subpobiesode linfocitos B: una de células
plasmaticas secretoras de anticuerpos y otra déaséB de memoria. Para que los
linfocitos B se activen y proliferen necesitan d#s cestimulos; uno directo y otro
indirecto. El estimulo directo es la union del BE6h el antigeno especifico frente al
cual fue disefiado. El estimulo indirecto es lagmem de las interleucinas fabricadas
por un tipo especial de linfocitos T, en concre® Ty, (del inglés T Helper) (figura 1).
Sin embargo, existen componentes bacterianos capadeeinducir la sintesis de
anticuerpos en ausencia de linfocitgs A estos antigenos se les conoce como “timo-
independientes” pues no necesitan a los linfocltqsara estimular la produccién de

anticuerpos (Goémez-Lucé al, 2007).

Cuando los TCR de los linfocitos se unen a sug@mbis especificos, se produce
la transduccion de la sefial hacia el interior d&lptasma provocando la activacion
celular. Existen dos tipos de TCR: TCR1 (T¢€Ry TCR2 (TCRef). En la membrana

plasmatica de los linfocitos T existen otras mdiguentre ellas cabe destacar:

* CD3: transductor de sefales asociado al TCR.

* CD4: receptor para el MHCde las APC. Esta asociado al TCR
en los linfocitos T cooperadores o auxiliares.

* CD8: receptor para el MH@e las células. Esta asociado al TCR

en los linfocitos T citotoxicos.

12
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Figura 1: Presentacion de antigenos y desarrollta despuesta (| (fuente:

Nathansoret al.,, 2007).
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Los linfocitos T que poseen TGRueden ser CD4o CDS. Los T CD4 son

linfocitos cooperadores o, {T Helper). Este TCRunido al CD4 permite a la célula

reconocer los antigenos que las APC muestran eNlkG,.

Estos linfocitos

necesitan de un doble estimulo para activarse;rienep lugar entrar en contacto

directo con su antigeno especifico presentado \H& Mpor una APC y en segundo

13
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lugar un estimulo indirecto que consiste en red#sircitocinas secretadas por las APC.

En funcidn de las interleucinas que reciba el Bittb Ty se diferenciara hacia célula

TH]_ (0] TH2.

Los linfocitos T CD8 son los llamados T citotoxicos )T Son capaces de
reconocer antigenos presentados via MH®©s antigenos presentados por esta via
provienen siempre del ambiente intracelular, pogue sirven para identificar células
infectadas con virus o células cancerosas. Logditts Tc, al igual que los {,
necesitan de dos estimulos para activarse y manljfano directo y uno indirecto. Para
el Tc el estimulo directo es el contacto con el MigGe porta el antigeno especifico
qgue reconoce ese TCR especifico de ese linfocitoesEmulo indirecto son las
citocinas que el linfocito J; libera y las moléculas de activacion sintetizagais la
célula dendritica en respuesta a las citocinas lgsidinfocitos Ty especificos han
producido en respuesta al contacto con el MId€ tales células dendriticas (figura 2).
Los mecanismos que posee el linfocito Tc para diestélulas afectadas son diversos,
entre ellos se incluyen: perforinas (proteinagéiias por el linfocito que crearan poros
en la membrana de la célula a destruir), fragmastifendo-exonucleasas que
degradaran el material genético de la célula yodenicroorganismos que haya en el
interior de ella), citocinas (TN&; TNF3 e IFNy) y CD95-L o también llamado FAS-

ligando (induce la apoptosis de la célula al urérse receptor CD95).

Aparte de los linfocitos T CD4y T CDS§, existen linfocitos doble positivos
CD4+CD8+. Cada vez que un linfocito T CD& T CDS recibe los estimulos directos
e indirectos necesarios, se produce su activapiatiferacion, y generacion de una

subpoblacién de linfocitos T de memoria.

14
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Figura 2: Presentacion de antigenos y desarrollta despuesta f (fuente:

Nathansoret al., 2007).
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Las APC estan especializadas en procesar los aosigexégenos para
presentarlos via MHC A su vez estan encargadas de fabricar interlasciara
estimular a otros grupos celulares: linfocitgs éntre otros. Existen diversos tipos de
APC: macréfagos, células dendriticas y linfocitos IBbs macréfagos son muy
importantes tras el primer contacto, pero su efge presentadora no es muy alta pues
sus lisosomas degradan mucho los antigenos queehaostrar. Las células dendriticas

s
15




Revision Bibliogréafica
reciben el nombre de células de Langerhans si@eeatran a nivel de la piel y células
interdigitantes y dendriticas foliculares si estéros tejidos linfoides. Estas células son
mas eficientes que los macréfagos pues destruyearligenos en menor grado que
ellos. Las células dendriticas pueden tener ureorigieloide o linfoide y controlan la
activacion de linfocitos T y B, siendo el nexo aedm entre la respuesta inmune innata
y la adquirida (Summerfieldt al, 2003; 2009). Los linfocitos B captan los antiggen
mediante su BCR. Cuando las APC captan un antiderarocesan y lo presentan a
nivel de la membrana plasmatica unido a la moléddh MHC; (molécula soélo
presente en estas células). En las células deadritixiste una excepcion a lo anterior:
es la llamada presentaciéon antigénica cruzada.rxstanismo especial permite que las
proteinas fagocitadas sean presentadas en el toMeéiC,, a pesar de que la célula no
se encuentre infectada por el microorganismo qeretesas proteinas concretas. Asi,
las células dendriticas son capaces de presestantmenos exégenos tanto via MHC

como MHG, (Gomez-Luciat al, 2007).

El primer paso que conduce al establecimiento da respuesta inmune
adaptativa protectora es la activacion en los agdimfaticos de las células T. Estas
células T se activaran gracias a la accion de RS Aue portaran el antigeno para el
gue esos linfocitos T son especificos. Cuando RE Aaptan una antigeno se dirigen a
un Organo linfatico y este hecho, junto a queila®¢itos T estan siempre recirculando
por los organos linfaticos, asegura que las AP@Gsylihfocitos especificos para cada
antigeno establezcan contacto. De esta manera lagl@élulas T que son especificas
de un antigeno, pueden ser reclutadas en 2 d&tpaiesta en contacto del organismo

con el antigeno.

16



Revision Bibliogréafica

Las células dendriticas controlan la activacionlidiocitos T y B. Estudios
realizados en humanos demuestran que las céluldsitieas son uno de los elementos
clave que dirigiran la diferenciacion de los lirifos Ty hacia los subtiposyl, T2 0 T
reguladores (deg. Existen grupos de células dendriticas con ditee origenes que
estimulan concretamente respuestas Tuz 0 Treg SON las llamadas células dendriticas
tipo | (CDTy), tipo 1l (CDT,) o reguladoras, respectivamente (Shortman y LO0O2}
Rissoanet al (1999) demostraron en células dendriticas culéigan vitro que las
diferentes subpoblaciones CDV CDT, tienen origenes distintos, en concreto sus
precursores son mieloides o linfoides, respectivaeeEn ratones se ha descubierto
como el microambiente generado por las sefialeadawipor las células del estroma y
los mediadores inflamatorios son capaces de infilaena accion de las células
dendriticas (Boonstret al, 2003). Las diferentes caracteristicas de loggestos hacen
que éstos interactien de manera diferente con Edfiagos, células dendriticas,
células NK y células T CD4 NK1.1 (un subtipo dddgitos T CD4 que expresan un
marcador tipico de células NK llamado NK1.1), igndo asi en el equilibrio de las
citocinas sintetizadas por las APC al inicio derdapuesta inmune adaptativa. Este
equilibrio de citocinas influye profundamente en fise proliferativa inicial de
activacion de células T, determinando si las cgliilaevolucionan a d; 0 a Ty,. El
paso a J;; 0 a Tye implica el desarrollo de respuestas predominanteneelulares o
humorales, respectivamente (lo que supondra eb éxil fracaso del sistema inmune
sobre el patdgeno). El mecanismo exacto por ellageélulas 1 se diferencian no
esta totalmente claro, pero diversos experimente#tro han elucidado algunas de las
bases subyacentes. Cuando las céluleson estimuladas en presencia de IL12 e yFN-
(secretados por macrofagos, células dendriticadlylas NK en las infecciones por

bacterias intracelulares y por virus) se transfornea Ty;. Si las células T son
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estimuladas en presencia de I1L4 e IL6 se diferecia T,. Una fuente importante de

IL4 son las células T CD4 Nk1.1, T CD4 LACK-espax$ y otras células como

mastocitos, basdfilos y eosindfilos (O"Garra, 19%9@nelloet al, 2003).

Los subtipos #1y Tu2 se regulan mutuamente. Se ha observado como ana ve
que la respuesta inmune ha evolucionado hacia hbtipsues muy dificil cambiar hacia
el otro. Las células f sintetizan IL4 e IL10 que se piensa que inhibsitdesis de
IL12 y TGFf por parte de los macrofagos impidiendo asi lavacitbn de los ;. De
la misma manera losiT producen IFNy que impide la proliferacion de lagiT(Moore
et al, 1993; Janewagt al, 2001; Zhuanget al, 2009). Sin embargo, Rissoah al
(1999) demostraron como existe otro tipo de regia@ nivel de las célulasyT
maduras para evitar respuestag D Ty, demasiado largas. Asi, se ha visto como en
cultivos celulares humanos de células mononuclgaeegericas de la sangre (PBMC
por sus siglas en inglés) y células del cordon loahi la IL4 potencia la maduracion
de las CDT y destruye las CDJ siendo este efecto potenciado por la IL10 e idbib
por el IFN«y. Los linfocitos T, activan efectivamente a las células B, mientraslgs

células Ty; son vitales para la activacion de los macréfagos.

Aparte de las caracteristicas ya vistas, la difgaeion de las células T
también se ve influenciada por la naturaleza y datidad de péptido antigénico.
Generalmente, altas dosis de antigeno polarizara lhaspuestas g, mientras que
bajas dosis inducen respuestas tipg {Boonstraet al, 2003). Por tanto, existen
diversos mecanismos para balancear ambas respukestasnimales con capacidad

reducida para balancear ambas respuestas mostiglbdinlad para dar respuesta a la
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infeccion por patdégenos intracelulares o extraeedsl dependiendo de su reducida
capacidad para generar respuestag @ Ty, respectivamente. Por tanto, es
recomendable en los programas de seleccién anital eseleccionar animales que
posean desviaciones inmunes hacia la producciémesiguestas purasyl 0 Tho,
buscando en su lugar animales que posean una stspumune balanceada (Stear

al., 2001).

En las respuestasyf los linfocitos T sintetizan moléculas activadoras de
linfocitos Tc y de macrofagos infectados o que han internalizzatdgenos (IFNs
GM-CSF, TNFe, TNFB, FAS-Ligando y CD40-Ligando), IL2, IL3 y TNB-La IL2 y
el IFN-y hacen que el isotipo de anticuerpo sintetizadobéara 19G2, induciendo
citotoxicidad mediada por células dependiente diewarpos (de Groatdt al, 2005). En
las respuestasyf los linfocitos T fabrican moléculas activadoras de células B (IL4,
IL5, IL6, IL10, IL13, IL21 y CD40-Ligando), IL3, GMCSF, IL10, TGFB y eotaxina
(Swainet al, 1990). Las IL4, IL5, IL10 e IL13 favorecen lant&sis de anticuerpos con
isotipos IgG1 e IgE, que protegen frente a patogiendracelulares (Janeway al,

2001).

En los ultimos afios se ha descubierto que exidters subtipos de célulagy T
llamadas Ti17 y Treg Las células d17 secretan IL17, IL17F, IL6, IL22 y TNE; siendo
importantes en los mecanismos de regulacion dettarenunidad y en la lucha contra
bacterias extracelulares mediante la inflamacion tejgdos y la activacion de
neutroéfilos. Los linfocitos T reguladores secrellatO y TGF{3 y su labor es suprimir

la activacion del sistema inmune, mantener la hetass e inducir tolerancia a
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antigenos propios (Harringtet al, 2005; Parlet al, 2005; Gémez-Luciat al, 2007;

Kaiko et al., 2008).

Excepto los agnatos (como la lamprea), el restaniteales vertebrados a partir
de los peces cartilaginosos (representados poib@ldh) poseen linfocitos T, B,
expresanmoléculas de MH MHC; y producen anticuerpos. Debido a que en
diferentes especies se reconoce el mismo fenogpelilas se tiende a asumir que los
mecanismos regulatorios de una especie son validas las demas. De esta manera
durante mucho tiempo los conocimientos inmunolGgiabtenidos en ratones y
humanos (donde los medios para la investigaciomsmyores) se han aplicado a otras
especies donde los recursos son menores, comgepgole los animales de consumo y

compainiia.

2.2 RESPUESTA TH2 EN EL CERDO

La IL4 es la citocina comUunmente usada para monéorespuestaspy}. Hay
estudios realizados en ratones knock-out paradajlle demuestran que esta citocina es
esencial para la produccion de otras citocings Para generar respuestas inmunes
dependientes de estas citocinas (Ketpél, 1993) y para la produccién de anticuerpos
(Kuhnet al, 1991). Los mecanismos regulatorios de la respuesiune del cerdo son
muy similares a los descritos en especies masiadagicomo el raton y el humano
(Raymond y Wilkie, 2004). Nguyeet al. (2007) demostraron como al estimular con
IL4 células mononucleares purificadas de bazosd®hes gnotobioticos cultivadas en
presencia de lipopolisacéarido (LPS) o rotavirusnsgecia un cambio de isotipo a IgA e

IgG en el cultivo con LPS y a IgA en el cultivo cantavirus. Ademas, se observé como
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la IL4 potenciaba la proliferacion y supervivenda células B. De la fuentet al
(2009) describen como los cerdos que sobrevivem alasafio conHaemophilus
parasuisy que producen niveles detectables de ARNmM de #xperimentan una
seroconversion aumentando sus niveles de IgM e IgGntrariamente a estos
resultados, Murtaugét al (2009) describen que en sus estudios la IL4 timelsba a
los linfocitos B porcinos, llegando a bloquear &crecion de anticuerpos e IL6 y
suprimir la proliferacion de células B estimulada® antigenos. Los mismos autores
observaron como la IL4 no produce tampoco la gaifion de linfocitos B, pero si que
induce crecimiento celular en linfoblastos de manelosis dependiente. Estos
resultados hacen pensar que a pesar de que elegén Id4 y su proteina se han
conservado evolutivamente hasta el cerdo, estairtit@odria tener en esta especie una
funcién diferente a la observada en los ratonasyamos en los que la IL4 si estimula a
los linfocitos B, siendo esencial para la produecie anticuerpos. De hecho, en
macrofagos alveolares porcinos la IL4 actla compresora de la expresion de
citocinas inflamatorias (ILd, IL1B, IL8 y TNF-u) a nivel transcripcional (Zhoet al.,
1994) y de la oxidasa NADPH mediante regulaciontrpascripcional (Zhotet al,
1995). Por todos estos motivos se piensa que l&ihLdl cerdo podria funcionar como
coordinadora de respuestas inflamatorias e inm{#tezu et al, 1994; Murtauglet al,
2009). En estudios realizados por Darwathal (2003a; 2003b) y De Groat al
(2005) se observa cémo en el cerdo, los nivelesxgeesion ARNm y proteina de la

IL4 en suero, 6rganos linfoides y PBMC cultivadasitro son bajos.

La IL5 ha sido menos empleada para monitorizaespuwesta inmune del cerdo

tras la infeccion con diversos patdgenos, por b lgunformacion relativa a ella es mas
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reducida. A pesar de ello, la IL5 ha mostrado casibie expresion que a priori hacen

interesante su monitorizacion en estudios de prmtednmunoldgica (Dawsoet al.,

2005; Kringelet al, 2006).

Bautistaet al (2007) propusieron que en el cerdo la IL13 dedlartas mismas
funciones que la IL4 desempefia en otras especsts.danclusion la obtuvieron tras
generarin vitro células dendriticas derivadas de monocitos con3 Ilyl factor
estimulante de colonias graulocito/macrofago (FBE@)&jue previamente siempre se
habia realizado con IL4 y FEC-GM. Las células diinwdis generadas poseian todas las
moléculas caracteristicas de estas células: ewpresiel MHC y moléculas
coestimuladoras de células T, siendo ademas capdeefagocitar antigenos y
presentarlos. Teniendo en cuenta que los nivelds4gque se detectan en los cerdos
vivos son muy bajos y que los de IL13 son mas alResymond y Wilkie, 2004;
Raymondet al, 2006), se ha sugerido que la IL5, IL9 o IL13ofta citocina que se
halle cerca del locus de la IL4) asume en el caldpapel que la IL4 tiene en la
respuesta , de otras especies, probablemente debido a quesasitbeinas compartan
un receptor comun en los precursores de las cdliglagriticas (Bautistat al, 2007).
Cabe sefnalar que, contrariamente a lo anteriormexyeesto, Murtaugkt al. (2009)
encontraron escaso efecto en los niveles de Ild3dstimular con mitdgenos PBMC
cultivadasin vitro, necesitando 40 ciclos de amplificacion por reat@n cadena de la

polimerasa (PCR) para poder detectar el ARNm diella.

Se ha comprobado como existen diferencias indiléduan la produccion de

citocinas (Edfors-Liljeet al, 1991; Scamurrat al, 1996; De Groogt al, 2005; Suéarez
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et al, 2003), existiendo un importante componente geméue influye en la capacidad
de su produccién (Jensen y Chrisyensen 1981; ke¢lad, 2001; Suareet al, 2003).
Estas diferencias genéticas son causadas en pargeolimorfismos en las regiones

promotoras o codificantes del gen en cuestién. Tambe han descrito diferencias en

funcion de la edad, género, camada, raza y ambiente

2.2.1 Efecto de la edad

Joling et al (1993) describen diferencias significativas deliemtes de la edad
en la reactividad de los linfocitos estimulados concanavalina A (Con A). De Groot
et al (2005) relataron que la variacidon en la cantidactitocinas producidas (medidas
por ELISA, del inglés Enzyme Linked ImmunosorbenésAy) es moderadamente
consistente entre edades. Asi, los cerdos que gegndmuchas citocinas a las dos
semanas de edad tienden a producir también alfetegia las 5 y 8 semanas de edad.

La produccion de estas citocinas tendia a aumeaiala edad de los cerdos.

2.2.2 Efecto del género

Joling et al (1993) no encontraron diferencias segun el sex@a finfocitos
estimulados con los mitdgenos Con A vy fitohemagind (PHA). Sin embargo, De
Grootet al (2005) describieron como hembras y machos difegfasu capacidad para

sintetizar citocinas, encontrando diferencias aat& IL2/I1L4.
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2.2.3 Efecto de la camada

Edfors-Liljaet al (1991) demostraron como existian diferenciasasrcinéticas
de produccion de IL2 entre diversas camadas. Jelirad (1993) también observaron
diferencias entre camadas en su capacidad de stapleslos linfocitos porcinos ante la
estimulacién con mitdgenos. De Gradtal (2005) detectaron este efecto para los ratios

IL2/IL4 e IFN-y/IL10 en las diferentes camadas.

2.2.4 Efecto de laraza

En estudios que empleaban la raza Yorkshire se steincomo los linfocitos T
expuestos a células dendriticas mieloides por@stisiuladasn vitro con lisozima de
huevo blanco de gallina producian altos niveleAB&mM de IL13, nada de ARN de
IL4 y niveles moderados de IFN-sugiriendo asi una respuesta, TRaymond y
Wilkie, 2004). Este estudio a su vez demuestré6 cémel cerdo el tipo de antigeno
también determina la diferenciacion de lag hacia T; 0 Ty, Reddyet al (2000)
tampoco encontraron niveles de ARNm detectablef dleen linfocitos eferentes de
nodulos linfaticos estimulados con lisozima de loublanco de gallina, LPS, PHA o
Mycobacterium bovien cerdos Yorkshire. Por tanto, parece que lodoseYorkshire
no producen IL4. Sin embargo, Verfailkd al (2001) fueron capaces de detectar
niveles de ARNm de IL4 en PBMC de Landrace belgastonuladas. Esto hace pensar
que existan diferencias entre las razas de cenddaseinterleucinas empleadas para
regular la respuesta inmune. Joliag al (1993) clasificaron las razas porcinas en
funcién de la capacidad de respuesta de los liiw®en: respondedores altos (Landrace

finés), intermedios (Landrace holandés y Large @hijtbajos (Landrace noruego).
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Murtaughet al (2009) plantearon la posibilidad de que los cerdd poseer
mayor variabilidad genética, tengan distintas mdbc efectoras en la regulacion; T

T2 que las ya descritas en los ratones de lineas anaganguineas utilizados para

estudios inmunologicos.

2.2.5 Efecto del ambiente

El ambiente tiene una influencia muy importante reola produccién de
citocinas. Este empieza a ejercer su accion desdeehjanimal es concebido en el
aparato reproductor materno. Asi, Tuchscheted. (2002) demostraron como el estrés
aplicado durante la ultima fase de la gestaciériadecerdas es capaz de alterar la
respuesta inmune celular y humoral de los lechdess. estudio también sugiere que el
estrés en las madres afecta a la ontogenia delmsisinmune fetal, modificando la
respuesta y la susceptibilidad a las enfermedadgedog lechones puedan padecer a lo
largo de su vida. La exposicion temprana a micraaggnos en la vida del animal
influira en una correcta regulacion del balange Ty, (Rooket al, 1998; McGuirck y

Kingston, 2002).

2.2.6 Efecto del 6rgano muestreado

La sangre es la fuente de mas facil acceso pagat@dio del sistema inmune,
permitiendo tomar una gran cantidad de muestragndeales diferentes en un corto
periodo de tiempo. Las células del sistema inmweesg hallan presentes en la sangre
son las PBMC. Sin embargo, la respuesta inmunesarmblla en los érganos linfoides

secundarios, en los que existe un ambiente calafapletamente diferente al que existe
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en la sangre. Es por ello que las conclusionesnmiae en PBMC no pueden
extrapolarse completamente a las que ocurren earg@os linfoides secundarios de
del animal vivo. En la actualidad, no se conocem lbbs fendmenos que tienen lugar a
nivel celular y molecular en los nodulos linfaticdsl cerdo cuando se desarrolla la
respuesta inmune adaptativa, pudiendo incluso iexiatiaciones entre los 6érganos
linfoides de un mismo animal (Mulupuet al, 2008). De hecho, puede haber
variaciones importantes frente al mismo antigenieela respuesta inmune que se

desarrolla en las mucosas y la que tiene lugared sistémico (Fosst al, 1999).

2.3 INMUNIDAD PASIVA POR TRANSFERENCIA DE

CITOCINAS, ANTICUERPOS Y CELULAS VIA CALOSTRO

La supervivencia de los animales recién nacidoemp de la transferencia
pasiva de inmunidad que reciben de la madre adrdeda placenta, calostro o leche.
Entre los elementos transferidos se encuentranféadna, lisozima, lactoperoxidasa,
citocinas, factores de crecimiento, anticuerpoglulas linfoides y no linfoides. En la
especie porcina la placenta es epiteliocorial,ue mmpide en gran medida el paso de
estos elementos. En la cerda los niveles de ILR,ILFN+, IL10 e IL4 en el calostro o
leche estan correlacionados con sus niveles séridgesndo técnicas ELISA se ha
comprobado como lechones recién nacidos que narhabgerido leche o lechones
gnotobioticos presentaban niveles constitutivosild® y TGF{$1, sin embargo no
poseian niveles circulantes detectables de &NE6, IFN-y, IL10 e IL4. Esto confirma
la ausencia de paso de estas citocinas a través pixcenta porcina. La maxima
concentracion de citocinas circulantes en los leek®e alcanza al dia siguiente o a los

dos dias del parto (Nguyenal, 2007).
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El tipo de placenta también impide el paso de aatjms de la madre al feto.
Ademas de esto, debido a que el sistema inmuneedelato es todavia inmaduro, los
anticuerpos transferidos via calostro son de sunmpiitancia para su supervivencia,
pues neutralizan los patégenos en las mucosaseaiiatamente después de la invasion.
El calostro posee una gran cantidad de IgG, IgAgM. IEIl epitelio intestinal es
permeable durante pocas horas, permitiendo el pgastas inmunoglobulinas a la
sangre. Esta permeabilidad decae a partir de ldw@& (Porter, 1969; Klobasa al,
1986; Tizard, 2004). En estudios realizados ennestoy humanos, la produccion de
anticuerpos en los neonatos se ve afectada poivel de anticuerpos maternos
circulantes en el momento de la vacunacion. Lastradicciones observadas en
diferentes estudios en los que algunos demuestrarainos no que los anticuerpos
maternos inhiben la sintesis de anticuerpos poeehato, son debidas a los diferentes
niveles de anticuerpos maternos que tienen losatesnkl desarrollo de la inmunidad
adaptativa del lechén esta afectado por los amposematernos, sin embargo, esta
interferencia parece que no tiene lugar con la midad pasiva generada por las células
transferidas pasivamente en el calostro. Como |eogstrategia para evitar que los
anticuerpos maternos bloqueen la sintesis de angios por el neonato, se ha sugerido
utilizar vacunas que induzcan inmunidad a nivelndecosas, donde los anticuerpos

maternos se encuentran en menor concentraciomoglesaero (Siegrist, 2001).

El calostro de las cerdas posee mas de 2 milloeeldilas por mililitro, con
aproximadamente un 20% de linfocitos. Consideragideolumen de calostro que un
lechdn ingiere por dia, son aproximadamente 50mne$ de células las que atraviesan

el epitelio cada 24 horas (Evaes al, 1982; Le Jan, 1991). Estudios realizados en
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terneros demuestraron que cuando se acerca el past@élulas linfoides maternas
circulantes en sangre migran a la glandula mamdmoiagle sufren modificaciones de su
fenotipo y su funcion, adquiriendo sobre todo ma@ocas de trafico celular (Rebet
al., 2006). Los lechones solo son capaces de abstabescitos del calostro de la
propia madre, siéndoles imposible absorber leun®dislados de la sangre materna
(Tuboly et al, 1988; Tuboly y Bernath, 2002). Los leucocitosteanaos del calostro
migran intercelularmente entre las células epltdialel duodeno y yeyuno hacia la
lamina propia y submucosa, para pasar a travéssdgasos linfaticos a los nddulos
linfaticos mesentéricos y finalmente, al torrerdagineo del lechdn. A las dos horas
de ingestion estas células ya se encuentran emdges presentando su pico entre las 5
y 7 horas postalimentacion. A las 24 horas estosolgtos maternos ya se hallan
distribuidos por los 6érganos del neonato, encodtbé@ en organos linfoides como
nddulos linfaticos, bazo y otras localizaciones colmgado, pulmén y aparato
digestivo. Estos leucocitos maternos tienen untefeenunomodulador en los cerdos
neonatos. Asi, los leucocitos periféricos monorarele de la sangre de lechones
privados de calostro pero alimentados con linfecgoocedentes del calostro materno
presentan mayores repuestas proliferativas deasélllcuando son estimulados con
PHA y Con A, y mayores respuestas proliferativasélalas B al ser estimulados con

mitdégeno pokeweed (Williams, 1993).

De la misma manera, se ha demostrado tantoivo como in vitro la
transferencia pasiva de inmunidad celular especifitente a Mycoplasma
hyopneumoniael.a respuesta inmune celular especificaivo se demostro al inyectar

antigeno deM. hyopneumoniaetradérmicamente en lechones procedentes de madre
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vacunadas y no vacunadas frente a este patdgenelldgilechones que provenian de
madres vacunadas presentaban reacciones de hgbilgdad retardada mayores que
aquellos que procedian de madres no vacunadasspaasta especifida vitro se
demostré al estimular linfocitos sanguineos dddobones con antigeno purificado de
M. hyopneumoniae S6lo los lechones de madres vacunadas experibznta
proliferacion significativa. La sangre de los misnlechones fue testada con la misma
prueba antes de que los lechones se encalostrarafservandose proliferacion de los
linfocitos. Estas pruebas de linfoproliferacion baém se realizaron sobre las células del
calostro de las cerdas, obteniéndose en ellassiaaiespuesta linfoproliferativa que se

observé en los linfocitos circulantes de los le@so(Bandriclet al, 2008).

Investigaciones realizadas en terneros alimentados calostro natural y
calostro al que se le habian eliminado las céld&muestran que los leucocitos del
calostro afectan al desarrollo de los linfocitosrdmnato aumentando la expresion del
MHC, (con la consiguiente mejora de la capacidad ptadera de antigenos) y de los
marcadores de activacion CD25 y CD26. Ademas, dasetos que recibian calostro
natural presentaban en la superficie de los lindsanenos CD11a, que es una molécula
de adhesion celular asociada a estados de inflamasistémica o enfermedad
subclinica. Esto significa que los animales prigwade calostro natural desarrollan mas
lentamente su sistema inmunitario, siendo mas ptibtes a las enfermedades

infecciosas y al estrés ambiental (Rektesl, 2008).
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2.4 INMUNIDAD ACTIVA FRENTE A LOS VIRUS POR

VACUNACION

La inmunidad que se genera frente a los virus ascambinacion de respuestas
celulares y humorales. Los anticuerpos son imptataen las primeras fases antes de
que se establezca la infeccidn y en el momentad eueslos virus salen de la célula
infectada para infectar nuevas células. Los ampageneutralizantes son capaces de
bloquear las proteinas viricas que sirven parani@dnua los receptores celulares,
impidiendo asi la infeccion celular. Los anticuerpmpsonizantes se unen a los virus
favoreciendo la fagocitosis de éstos facilitandelguninacion, a la vez que favorecen la

lisis mediada por complemento de los virus con kuaras lipidicas.

El éxito de las vacunas frente a los virus raditdaecapacidad de éstas para
generar anticuerpos especificos. Los virus, una quez han infectado la célula y
comienzan a replicarse intracelularmente, son gsoles a los anticuerpos circulantes.
Es por ello fundamental que los anticuerpos esbémlando cuando se produce el
primer contacto con el virus. Cuando las infeccioomigales ya estan establecidas el
principal mecanismo inmune lo constituyen los laifos Te. Los linfocitos T
reconoceran a las células infectadas porque éstasrjaran en sus Mk@ntigenos
virales, entrando entonces en accion los mecanissntariormente descritos: lisis
celular, degradaciéon de los genomas celular y roiarm y finalmente, la secrecion de
citocinas con actividad de IFN. Asi pues, la cotabmn de las respuestas humoral y
celular es vital para la resolucion de las infeges viricas (Janewagt al, 2001;

Nathansoret al, 2007).
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La generacion de células T y B antigeno especifsmspuede conseguir
tempranamente en la vida, siendo este hecho de isypoatancia para la proteccion de
los neonatos. A pesar de que generalmente la imacidn neonatal no induce
respuestas fuertes de anticuerpos, si que singegasrerar las subpoblaciones de células
especificas que reaccionaran intensamente en @am dsegundo contacto con el
antigeno. Dongt al. (1986) demostraron como la vacunacién temprarilaseneonatos
con una vacuna de poliomielitis producia una resaugrimaria muy débil, pero tras la
segunda vacunacién se observaba un incrementoficiginé en los niveles de
anticuerpos cuando se comparaban con neonatosoqueibieron la primera dosis de
vacuna. Las respuestas en la produccién de antizsi¢ras la vacunaciéon de neonatos
es muy variable. Esto se debe a variaciones ingiléd en la aparicion progresiva de
células dendriticas y células T en los 6rgano®ililels periféricos durante la primera
semana de vida (Friedberg y Weissman, 1974; DgkgtDopp, 1983). Adkins y Du
(1998) demostraron que en ratones recién nacidopuséen generar células T

especificas 10 dias después de la inmunizacion.

La vacunacion es el método mas eficiente para @antias enfermedades
infecciosas animales. Ademas, su relacion costeflogmla convierte igualmente en el
mejor meétodo. El principio basico de la vacuna@8nadministrar a un animal uno o
varios antigenos de un agente infeccioso con aldique éste desarrolle una respuesta
inmune y se encuentre protegido si se produce wmbactm real con dicho agente

(Tizard, 2004). Los tipos de vacunas mas comunmsilieados son:
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2.4.1 Vacunas vivas atenuadas

Estas vacunas contienen virus vivos atenuados eajgicinfectar las células del
hospedador y replicarse, produciendo en el indvidtndamentalmente respuestag T
dirigidas por los linfocitos T CD8 A pesar de que se utilizan organismos de virigenc
reducida, existe el riesgo de que el propio virasunal produzca la enfermedad en el
animal. La reduccién de virulencia de los microoigaos empleados se consigue
mediante el proceso de atenuacion. El procesoaheiation generalmente se consigue
haciendo crecer los microorganismos en condiciontefidos diferentes a las naturales.
De esta manera los microorganismos pierden su améptal hospedador natural.
Como esta forma de atenuar no asegura que se peodazreversion hacia la
patogenicidad, la forma mas segura de empleartigstede vacunas es mediante la
reduccion de su virulencia por ingenieria genétiGainmunidad generada con estas
vacunas es duradera y efectiva, por lo que el engdeadyuvantes o revacunaciones no

suelen ser tan necesarias como en las inactivadas.

2.4.2 Vacunas inactivadas

En este tipo de vacunas los microorganismos oragsibnes purificadas estan
muertos, por lo que no existe riesgo de replicagi@onsecuente enfermedad. Estas
vacunas generalmente producen respuesiad. s métodos de inactivacion empleados
generalmente son el tratamiento por calor o cortasoms quimicas como el
formaldehido. El tratamiento aplicado debe asegguar la estructura antigénica no se
ve alterada, pues en tal caso la vacuna perderiaefeatividad. Como los

microorganismos empleados no se replican, la indaghgenerada no es tan potente
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como la inducida por las vacunas atenuadas, reqdwi generalmente el uso de

adyuvantes y multiples dosis para conseguir unaimaiad protectora.

2.4.3 Nuevas tecnologias en la produccion de vaaina

+« Categoria 1: vacunas que contienen organismos
inactivados recombinantes o antigenos purificadesivados de
organismos recombinantes. Consiste en aislar lzesea de ADN de
interés y clonarla en otra célula, bacteria o levadapaz de expresar
el antigeno en cuestion. Una vez que las célulasmbinantes
expresan el antigeno, se puede realizar la inatbivale dichas células
o la purificacién del antigeno. En ocasiones ocaligroblema de que
estas proteinas purificadas son poco antigénicas. $vlucionar este
problema existe la opcion de clonar el fragment®D& deseado en

un organismo vivo atenuado.

+ Categoria 2: vacunas que contienen organismos ¢wmos
delecciones génicas o marcadores génicos hetesdldgmnsiste en
modificar genéticamente el microorganismo de marwgra quede
irreversiblemente atenuado. Un ejemplo de este ¢musiste en la
deleccion de un gen que codifica proteinas ligadksvirulencia, sin
afectar a la replicacion del virus. Otra ventaja guesentan este tipo
de vacunas es que permiten eliminar determinadaeseias de ADN
que codifican para antigenos del microorganismoey/ mp son vitales
para él. De esta manera, los microorganismos véesinarecen de uno
varios antigenos que si que poseen los microomasisalvajes. Este
hecho permite posteriormente diferenciar mediaéteitas ELISA si

s
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el animal fue vacunado o infectado por el virus ganEsta Ultima

caracteristica ofrece grandes oportunidades pararrkdicacion de

enfermedades.

+ Categoria 3: vacunas gque contienen vectores quesaxp
genes heterélogos para antigenos inmunizantesos estimulantes.
Estas vacunas se crean al insertar en un orgaresrfragmento de
genoma codificante para el o los antigenos deseadoforma que
éstos sean expresados. Los organismos que genef@lsgeusan son
los poxvirus dada la longitud de su genoma, la mividad que
ofrecen de incorporar hasta un 10% de material en@gla alta
expresion de los productos clonados en él y sulidadi de

administracion via cutanea u oral.

+ Categoria 4: vacunas formadas exclusivamente por
polinucledtidos. Son vectores de ADN que incluyenpuomotor de
alta expresion de mamiferos y un fragmento codificgpara el o los
antigenos deseados. Cuando este vector se inpgetauscularmente
o mediante una pistola de genes, las células larpio transcriben a
ARN, lo traducen a proteina y es presentado via M#iGa superficie
celular o secretado. Debido al tipo de presentaariiigénica que se
produce no sélo se inducen respuestas $ino también |§;. Para
potenciar la respuesta inmune generada se puedaeagmectores de
ADN bacteriano que contengan CpG-ODN. El riesgceste tipo de

vacunas es la posibilidad de, en primer lugamdariporacion de genes
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al genoma del hospedador y, en segundo lugar, tigaeidn de

oncogenes o la inactivacion de genes supresoresrages.

+ Categoria 5: péptidos sintéticos. Estas vacuna&n est
formadas por péptidos sintetizados quimicamentea Besarrollarlas

es fundamental secuenciar el antigeno e identifisaepitopos clave.

2.5 EFECTO DE LOS CpG-ODN

Las secuencias CpG-ODN no metiladas son reconopiiasl sistema inmune
como sefales de peligro. Estas secuencias solmcerdgran en el genoma de las
bacterias y de algunos virus, no estando presentd genoma de los mamiferos. No
todos los CpG-ODN poseen la misma capacidad innstinogatoria, sino que depende
de la secuencia de los mismos (Kamsktjal, 2001; Klineet al, 2001; Krieget al,
2001). Fueron Hemmet al (2000) los que descubrieron en sus experimenos c
ratones que el TLR9 es el que participa en la captade los CpG-ODN, hecho que
activa las vias de sefalizacion intracelular. Esteptor se encuentra en las células
APC como macroéfagos y células dendriticas. VarStiedeet al (2002) sugirieron que
estos ODN producen una fuerte activacion de las ,ABQjue lleva a una mejor
presentacion de antigenos a los linfocitos, temiecoino consecuencia una mayor

proliferacion de células linfoides especificas.

Se ha demostrado como estos CpG son capaces @& e APC y células T la

produccion de diferentes citocinas como I&ENFN-B, IFN-y, IL2, IL6, IL12 e IL18,
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activando a las células NK, favoreciendo la evdloae la respuesta inmune adaptativa
hacia el subtipo {1 y potenciando el desarrollo de células antigepedfcas (Ballas
et al, 1996; Stacegt al, 1996; Van der Steds al, 2002). Otros estudios demostraron
gue estos CpG también activan a las células B jpani#erar y secretar anticuerpos
(Krieg et al, 1995). La administracion de CpG-ODN contribuygue el organismo
produzca una respuesta inmune protectora contrarésm(Weineret al, 1997),
infecciones poteishmaniamajor (Zimmermanret al, 1998), retrovirus (Olbrickt al,
2002), hepatitis B (Davist al, 1998), herpesvirus (Pylet al, 2002) y tuberculosis
(Huygenet al, 1996). Esta proteccion es incluso conseguidadm#os CpG-ODN se
aplican 20 dias después producir una infecciéficati por L. major (Zimmermannet
al., 1998), o 4 dias tras la infeccion por retrovi(@brich et al, 2002). A pesar de
estas caracteristicas favorables al uso de est@sc@Gmo potenciadores de inmunidad,
cabe sefalar que Olbrigh al, (2003) demostraron que si los CpG eran sumatss
antes de la infeccidn por retrovirus, los ratones/@lvian mas susceptibles al virus,
presentando mayor carga viral en sangre y baze. éstto prejudicial de los CpG es
debido a que las células B y precursores eritrgideliferaron tras la inyeccion de los
CpG, dandole al virus un nimero mayor de célulasibkes susceptibles a la infeccion.
Por tanto, el momento de administracion de esto§ €p de vital importancia. En
ratones se ha visto como la presencia de CpG-ODMaeunas de ADN contribuye
significativamente a la respuesta inmune gener@dtét al, 1996; Maet al, 2002).
La mayoria de los estudios se han realizado emeaty humanos, pero existen otros
estudios que demuestran que las células porcimdséa responden a estos compuestos
(Kamstrupet al, 2001; Magnussoat al, 2001, Domeikat al, 2004), potenciando las
repuestas a la vacunacion con antigenos como awoala (Van der Stedet al,

2002),Pasteurella multocidgZhanget al, 2007) y virus de Aujeszky (Linghwe al,
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2008). Verfalilleet al (2005) probaron diferentes secuencias de CpG-Qbbkrvando
como algunas de ellas eran capaces de aumentdficsiijyamente la capacidad
proliferativa in vitro de las PBMC porcinas. Es mas, esas secuencia®catman

aumentos heterogéneos en los distintos cerdos @ntésis de ARNm de IL6, TNés-

IFN-y e IL2.

Wikstrom et al. (2007) hallaron 5 CpG en el genoma de PCV2 y Kakanet
al. (2008) describieron la presencia de 16 CpG-ODfigur@ 3). Estos autores
mostraron como la mayoria de los CpG-ODNs de PC#tRahan como potentes
inductores de la sintesis de IfeNen las PBMC porcinas, sin embargo, en las células
dendriticas algunos de los CpG de PCV2 disminudanabacidad de produccion de
IFN-a (Vincentet al, 2007; Kekaraineet al, 2008). Ademas, en el genoma de PCV2
se ha encontrado una secuencia CpG-ODN capaz itér ilshproduccion de IFN:en

las PBMC porcinas (Hasslurg al, 2003).

Figura 3: Posicion de los CpG-ODN estudiados pdeaf@inenet al (2008) en

el genoma del PCV2.
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2.6 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE ARNm Y SU

CORRELACION CON LOS NIVELES DE PROTEINA

La creacién de lineas celulares T CDgorcinas a partir del aislamiento y
clonacion de linfocitos porcinos para caractergapatron de citocinas producidas no
ha sido exitosa (Grimrat al, 1993; de Bruiret al, 1997). La busqueda de citocinas en
la superficie o intracelularmente por medio de iaisAFACS tampoco es facil, pues el
porcentaje de células que secretan IL4 es menoretjlienite de deteccion de los
citometros disponibles (Murtaugkt al, 2009). La determinacion de los niveles de
ARNmM mediante retrotranscripcion y PCR cuantita(@QPCR) es una alternativa a
la determinacion de los niveles de proteinas mesdi&blISA, siendo incluso mas
sensible que ella. La Q-PCR es una técnica muycH#ge sensible y ventajosa para
cuantificar la expresion génica por ARNm cuanddispone de poca cantidad de tejido
para el estudio (Murphgt al, 1990; Noonarmt al, 1990; Horikoshet al, 1992; Bustin
2002; Riojaet al, 2004; De Boeveet al, 2008). Ademas, esta técnica permite en su
variante multiple-Q-PCR cuantificar la expresiondiferentes ARNm a la vez (Dozois
et al, 1997). La sensibilidad de la técnica ELISA emasianes no es suficiente para
detectar los niveles de citocinas en los sobreriadate muestras bioldgicas (Riga
al., 2004). Por estos motivos, la PCR se ha conwedidel método mas usado para el

estudio de los patrones de expresion de ARNm (Golahal, 1998).

El uso de poblaciones especificas de células tiéne ventaja que el perfil de
expresion génica que se obtiene no esta enmasqgavada presencia de otras células.
Asi, la obtencion de las PBMC de la sangre o denl@dulos linfaticos mediante

gradiente ficoll permite un andlisis detallado dejlie ocurre en el sistema inmune sin
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resultar enmascarado por otras células presentassangre o en los nédulos linfaticos.
Este hecho es de gran importancia pues se ha cbagwaomo el perfil obtenido de

expresion génica en tumores es diferente si sesibig@r microdiseccién o tomando

todo el tumor entero (Sugiyaretal., 2002).

En la Q-PCR es generalizado el uso de polimerasamestables que requieren
activacion por calor previamente a la reaccion @R PEsta temperatura elevada de
activacion favorece la generacion de productos @& Respecificos. La Q-PCR
monitoriza el progreso de la PCR durante todo ekgso. En la Q-PCR suelen
fusionarse los pasos de hibridacion y extension.t&do, solo se describen dos pasos
en cada ciclo: desnaturalizacion de las doblesnzedg un solo paso de hibridacion-
extension. En la Q-PCR cada reaccion se caracteorzal ciclo en el que se alcanza
una fluorescencia umbral. Al ciclo de la PCR e se alcanza ese umbral, se le
denomina ciclo umbral (Ct por sus siglas en inghgde treshold). Este valor Ct es el
que se usara en las formulas matematicas pardcelazada expresion génica (Bustin,

2002).

Las sondas TAQMAN son oligonucleétidos complemeosade la secuencia
que se persigue amplificar. Estas sondas llevaarpocado en el extremo 5 una
molécula emisora de fluorescencia y en el extremana molécula que absorbe la
fluorescencia que desprende la emisora. Cuandolimgrasa amplifica el fragmento
de ADN debido a su capacidad exonucleasa®, rompe la sonda dejando separadas a
la molécula emisora y a la que absorbia la flu@®sea, de esta manera en cada ciclo

gue se generan dos nuevas copias del fragmentgkfiean se libera una molécula

s
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fluorescente. El aumento de fluorescencia seradete por el lector de la maquina de

PCR a tiempo real. Estas sondas presentan la aetgajue aumentan la especificidad

de la reaccién, pues ya no sélo han de ser comptans los primers sino también la

sonda (figura 4).

Figura 4: Esquema que muestra a nivel moleculgeteeracion de fluorescencia

debida a la amplificacion del ADN (fuente: AppliBibsystems 7500 Real Time PCR

System, Relative Standard Curve and ComparatiEx@ériments Manual).
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Existen dos modos de cuantificar la expresion @émeediante Q-PCR:
cuantificacion absoluta y cuantificacion relativa. cuantificacién absoluta requiere la
elaboracion de una curva estandar generada paiatiks decimales seriadas de una
muestra patrén de concentracion conocida. El @dnlbbtenido por esta técnica se
expresa como numero de copias del acido nucleiameateterminado volumen o peso
de tejido o medio de cultivo. La elaboracion denmlestra patrén supone en primer
lugar clonar el fragmento a amplificar deseadong vez obtenidos millones de copias
de tal fragmento, transcribirlos a ARN. La cuandfiion relativa presenta la ventaja de
que no es necesario la creacidén de la curva estgpatalo que no hay que generar la
muestra patron de concentracion conocida. La dication relativa mide los cambios
de la expresion del gen en estudio de forma relatiun grupo de referencia que podria
ser un grupo no tratado o la propia muestra a teoguo (previo al tratamiento). De
esta forma, empleando formulas aritméticas es [@osdstudiar aumentos o
disminuciones en la expresiéon de un gen bajo dasurgtancias diferentes. Estas
circunstancias pueden ser, por ejemplo, animalegsjea frente knock-out, animales
vacunados frente a no vacunados, animales trafagio® a no tratado, etc. Existen
situaciones en las que no es necesario saber @ra@hsoluto de moléculas de ARNm
presentes en la muestra, siendo mas interesargeedatambio relativo en la expresion
del gen. Es mas relevante saber que tras un texttonieterminado la expresion de un
gen ha aumentado 2,5 veces que saber que el ndmeanoléculas de ARNm ha pasado

de 1000 copias a 2500 copias (Liwalal, 2001).

En la cuantificacion relativa es necesario defimimuestra calibradora, que es

aquella muestra frente a la cual todas las demas nsomalizadas. Asi, en un
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experimento de expresion génica de linfocitos adédos con un mitdégeno, la muestra
calibradora es la muestra tomada a tiempo 0 héras.tanto, todos los valores de
expresion génica se comparan con la expresionmgpadie® horas. El nivel de expresion

de la muestra en estudio es finalmente referidaocwmeces mas o menos expresion

que en la muestra calibradora.

Siempre hay que normalizar la expresion del geestidio, empleandose para
ello un control endégeno. El control enddégeno eggen que se expresa a un nivel
similar en todas las muestras y cuya expresioneneesmodificada en las diferentes
condiciones del experimento. El control endégengespara evitar errores en la técnica
debidos a la cantidad de muestra incluida en |&C®;R diferencias en la eficacia de la
retrotranscripcion, a degradaciones ocurridas gmdidos nucleicos o a la presencia de
inhibidores de ARN. Para poder usar este meétoddmgsescindible comprobar
anteriormente que el gen en estudio y el contrdbgeno posean las mismas eficiencias
de amplificacion en la PCR. Una eficiencia del 10§ig#ifica que en cada ciclo de la
PCR se crean el doble de fragmentos de amplifinad&® los que habia en el ciclo
anterior. De esta manera, en la cuantificaciontivelgpara cada muestra se calcula el Ct

para el gen objetivo y el Ct para el control enaage

Como control enddgeno se han usado tradicionalmegetees guardianes
celulares (en inglés housekeeping genes). Entren@s usados se encuentran: 18S
ribosomial, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogen@APDH), B-actina, peptidilprolil
isomerasa A (ciclofilina) y transferasa de fosfosib hypoxantina (HPRT). Para cada

experimento a realizar es necesario siempre corapope el control endégeno elegido
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no modifica su expresion. Por ello, no existe nmgantrol endégeno valido para todos
los experimentos, sino que hay que elegir siemipneegr dependiendo de la prueba a
realizar (Dhedaet al, 2004; Coulsoret al, 2008). La ciclofilina ha sido usada como
control enddgeno en diversas experimentos inmuitmégen el cerdo (Dozoist al,
1997; Fournouet al, 2000; Verfailleet al, 2001; Darwichet al, 2003a; Pieet al,
2004; Duvigneatet al, 2005; Girardet al, 2005; Meertst al, 2005a; Sipo®t al,
2005; Verfailleet al, 2005; de la Fuentet al, 2009) y en otras especies como en
humano (Heet al, 2008; Maroret al, 2008), describiéndose en algunos modelos como

el mejor control endégeno disponible (eteal, 2008).

Puesto que la molécula efectora final es la pratgiel ARNm es so6lo un paso
intermedio, es interesante estudiar las correlasi@xistentes entre ambos niveles. Los
niveles de ARNm y su producto final tras la traddiccla proteina, no estan siempre
correlacionados pues existen diversos mecanisnmdagores postranscripcionales,
como son el control de la estabilidad del ARN figiencia de traduccion (Dozoet
al., 1997). De forma general, los niveles de ARNrmmterleucina se correlacionan
cuando son medidos al mismo tiempo y dentro d@4akoras de cultivo (Verfaillet
al., 2001). De Grooegt al (2005) encontraron que esta correlacion depandiaso de
la edad del animal. Asi, hallaron que para el {FNpara la ratio IFN/IL10 habia una
correlacion significativa a dos semanas de edaa peia las cinco u ocho. Los mismos
autores no encontraron ninguna relacion para 1&,llalinque es importante destacar
gue estos autores no tomaron a igual tiempo lastrasepara la extraccion de ARNm 'y
las muestras para la medicion de proteinas. Revjal (2004) encontraron una

correlacion significativa entre los niveles de ARNmroteina para la Ilfille IL6, pero
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no para el TNFe en un modelo de artritis reumatoide en roedores.fdlta de
correlacion en el experimento de estos autoreglsia @d que los niveles de ThFeran

menores que el limite inferior de deteccidon de L4SB, mientras que los niveles de

ARNmM eran detectables fidedignamente.

2.7 GENES DE IL4, IL5 E IL13

El gen de la IL4 en la especie porcina se encuemirael cromosoma 2, en una
region que contiene también la IL13 y, en otraseigs, otras citocinas de respuesta
Tw2 que podrian haber surgido por mecanismos de dgphic de genes (McKenzet
al., 1993a). La organizacion génica es bastanteasimila que se observa en el raton y
humano, en el que las IL4, IL5 y IL13 se hallanuaa region de 140 kilobases, en el
cromosoma 11 y 5, respectivamente (figuras 5 JL.63. genes de estas citocinas son
polimorficos, presentando algunos mecanismos deulaei@n transcripcional
independientes y otros coordinados (Koyano-Nakagatwei 1996; Kelly y Locksley,
2000; Lootset al, 2000; Kishikawaet al, 2001; Murtaughet al, 2009; Wuet al,
2009). Murtaugret al (2009) sugieren que en el cerdo sea otra moléiideente de la
IL4, pero integrada en su mismo locus, la queaidj respuestayf. En el raton se
conocen diferentes factores de transcripcion pasagénes implicados en la respuesta
The, entre ellos se encuentrans&i6, GATA3, c-Maf y NFATs(Agnello et al, 2003).

El hecho de que estas IL tengan reguladores comexmica porque estos genes se
encuentran coactivados en respuestasdas secuencias reguladoras de estas citocinas
son generalmente mayores de 100 pares de bas¢ameiale conservadas entre los
mamiferos, estimandose una identidad mayor o igbal0% entre ellos (Let al,

1997). Lootset al (2000) encontraron una secuencia reguladoraitack en la region
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intergénica de la IL4 y la IL13 que controla sirinkkamente a nivel transcripcional la
expresion génica de IL4, IL5 e IL13. Los mismosaess sugieren que estas secuencias
reguladoras estan muy conservadas entre espedia de su funcidn bioldgica. Los
genes de las citocinas codifican mensajes de bajadancia en células T, habiéndose
postulado que la rapida degradacion observada IpardARNm de estos genes sea
debida a determinadas secuencias, como la presimcggiones ricas en AU dentro de

la region 3" del ARNm que no se traduce (Shaw y &aD86; Kellyet al., 2000).

Figura 5: Posicion de los genes de la IL13 y diéd4aen los cromosomas (chr)
del cerdo y del raton. Las lineas gruesas indiaarrdgiones promotoras. Los factores
de transcripcidon en negro marcan los factoresatesdripcion comunes a los dos genes

(Fuente: Murtauglet al, 2009).

GATA-3

e L4
gt EF
1\|~ |I P A :-5:' o 21kh
Mouse (Chr 11) = i —&—E& i h 8 i
ATA-S
EF
GATA-T TE
S [N

i CERP

: i * 171 ki 2y 5.1kh
Plg (Chr 2) - = H r — I g I I

45



Revision Bibliografica
Figura 6: Mapa fisico de la region cromosdomica men&ag31. Hay 23 genes
representados por cajas grises en el esquema,l@nimee se encuentran la IL4, IL5 e
IL13. Las flechas rojas indican la posicion de secias no codificantes conservadas

(los numeros adyacentes a las flechas indicanrakeralde estas secuencias) (Fuente:

lootset al, 2000).
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Las secuencias codificantes de los genes de lasil5 e IL13 han sido

publicadas en el National Center for Biotecnologfoimation (NCBI), siendo sus

secuencias:

IL4: fue descrita por Blaclet al (2006). Su numero de acceso en NCBI

NM_214123:

tcagtgcaaa tagagctcta ttcatgggtc tcacctccca actgat@ccctggtctgcttactgge

atgtaccagc aacttcgtcc acggacacaa gtgcgacatc aegtac
agatcatcaa aaccttgaac attctcacag cgagaaagaa atggiggctgcccg
tgacggacgt ctttgctgcc ccagagaaca cgacggagaa ggadgecgggect
cgactgtgct tcggcacatc tacagacacc acacgtgcat gadgatgagcggac
ttgacaggaa cctgagcagc atggcaaaca tgacctgttc tggpgegtcaagaaga
gcactttgaa agacttcttg gaaaggctaa agacgattat gasggtEgtcaaagt
gttgaagctg actatttita atttatgatt tttatacact tattizeatatttatat

atttataact

IL5: fue descrita por Sylviret al. (2000). Su numero de acceso en NCBI es

NM_214205:

atgagaatgc ttctgcattt gagtttgcta ggtcttggag ctggttagtgccatt

gctgtagaaa ataccatgaa tagactggtg gcagagacct tgetoztctattcat

cgaactctgce tgataggcga tgggaacttg atgatttcaa chcetghicaaatcac

caactatgca ttgaagaagt ctttcaggga atagacacgt tgeagaatgcacga

s
47




Revision Bibliogréafica

ggggatgccg tggaaaaact attccaaaac ttgtctttaa tasadggaccgc

caaaaaaaaa attgtggagg ggaaagatgg agagtaacgaagatttecttgcaa

gtttttcttg gtgtgataaa taccgagtgg acaatggaaa gtteag@actgtcttc

cgaagcaaaa gatttttgag gaggaaaagg atgtttttac tbogagtgaaggcaa

ccaagggggg ggccttaatg tgcagtgtaa ttaaacttca aagtcaa

IL13: fue depositada por Johnson y Murtaugh en el NCB2@31L. Su nimero

de acceso en NCBI es NM_213803:

ccagcctaca agtctgctcc tcactcctee tgtgetgget ccagadygegcetctg

gttgactctg gtcattgctc tcacctgctt tggtggectc geatagogecctgtgee

tccccactct acagecctca aggagctcat tgaagagctg ditamatxagaacca

gaagacaccc ctatgcaacg gcagcatggt gtggagcgtc aecztyzageatgea

gtactgtgcc gccctggaat ccctcatcaa catctccgac tgcageccaaaagac

ccagaggatg ctgagcgccc tctgttctca caagccccca aggagdtcctggeaa

gcacatccga gacaccaaaa ttgaagtggce ccagttcgta agadeabacattt

aaggatgatt tttcgccacg ggtagttcag atgaagcatg aagaag@atctttg

cagaggcagc cctttaccat ctaagatgcg gattcatttt tgatecaggaact

cactggggag aagggagagg gggttagggg gggggtaagaaicetagacttga

gcctgtgetg tetgecttga gectagecga cececcagcetge cattggggtgeccag
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ggctcagctt gggggcctcc tccatccggg getctgegcet cagugyggatggceatc

gccccacacg acctctectt gccagacatg gtgaggaggc atgggetcgggggea

actgaggca

2.8 PCV2

PCV2 es un virus perteneciente a la famliecoviridae, géneroCircovirus Su
genoma es ADN de cadena simple circular, poseetrsémiosahédrica, no tiene
envuelta y es de muy pequefo tamafo. Se han det@# ORF en el genoma de
PCV2. El ORF1 codifica una proteina necesaria [@araplicacion del virus (Mankertz
et al, 2001), el ORF2 codifica la proteina estructumayor del virus (Nawagitgubt
al., 2000) y el ORF3 codifica una proteina de la tpgavia no se conoce su funcién
principal, a pesar que se sabe que influye en dgtapis producida por este virus
(Stevensonet al, 2007). No existe unanimidad entre los diferentggpos de
especialistas para clasificar a este virus al nsiguiente de especie. Asi pues,
Opriessniget al. (2007) sugieren que los aislados de este virdsigo dividirse en dos
grupos mayores: Grupo 1y Grupo 2. A su vez el Gtuge dividiria en 3 clusters (1A,
1By 1C) y el Grupo 2 en 5 clusters (2A, 2B, 2C,¥PE). Sin embargo, el Consorcio
de la Unién Europea para las enfermedades asoc@aB&@3/2 propone la clasificacion

en tres genotipos: PCV-2a, PCV-2b y PCV-2c (Segglés, 2008).

Los primeros casos de enfermedades asociadas a S&d¥@nominaron como
sindrome de desmedro multisistémico postdestete(BMpor sus siglas en inglés:

postweaning multisistemic wasting syndrome). Egtdreme fue descrito por primera
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vez en Canada (Harding y Clark, 1997) y posteriotmen otros paises como Espafia y
Estados Unidos (Segalés al, 1997; Kiupelet al, 1998). Los criterios considerados
para el diagnostico de un caso de desmedro como BN basados en los descritos
por Sorden (2000): presencia de los signos clinifmsos del sindrome (sobre todo
desmedro y pérdida de peso, asociado o no a laci@pade disnea o ictericia),
presencia de las lesiones microscopicas caraatadqdeplecion en tejidos y 6rganos
linfoides y/o inflamacién desde linfohistiociticageanulomatosa en pulmén y/o tejidos
linfoides y con menos frecuencia en higado rifi@mcpeas o intestino), y la presencia
de genoma o antigeno virico asociado a las lesi@®sostrado mediante hibridacion

in situ o inmunocitoquimica, respectivamente).

Afos mas tarde la comunidad cientifica observolgemfermedad caracterizada
como PMWS no cubria todas las enfermedades que R€Mflcia en la realidad
clinica de las explotaciones. En 2006 la Asociachmericana de Veterinarios
Especialistas en Porcino (AASV por sus siglas eiés1 American Association of
Swine Veterinarians) optd por crear el término enéxades asociadas al circovirus
porcino tipo 2 (EACP). Asi, las EACP engloban lmmes clinicos que pueden aparecer
de forma individual o combinada: signos respiramrdigestivos, pérdida de peso, alta
mortalidad, abortos y fallos reproductivos, sindeode dermatitis nefropatia porcino
(PDNS por sus siglas en inglés: porcine dermatéghropathy syndrome) y epidermitis
exudativa. Las EACP se clasifican en: infeccionésmca (donde se encontrarian los
casos diagnosticados anteriormente como PMWS), oeianenteritis, PDNS vy fallo

reproductivo asociados a PCV2 (Opriesstigl, 2007).
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PCV2 es muy estable lo que facilita que los lecek@eeinfecten en las granjas
de forma temprana. La patogenia de las EACP puestn influenciada por diversos
factores como los dependientes del virus, los dipetes del hospedador, la existencia
de coinfecciones o el efecto de la modulacion intada. En cuanto a los factores
dependientes del virus, Fenawt al (2004) demostraron como los cambios
aminoacidicos ocurridos tras realizar 120 pasesided en cultivos celulares producian
la atenuacion de la virulencia en la infeccidrvivo. También se ha demostrado como
cepas que comparten el 98.9% de la secuencia ¢griighen diferente virulencia al
considerar la carga viral en sangre y tejidos grablo de las lesiones histologicas
(Opriessniget al, 2006a). Por el contrario, hay estudios que lalado al intentar
buscar diferencias en la secuencia genética deedifs aislados viricos que poseian
diferente patogenicidad, llegando a la conclusi@ qle las diferencias en las
manifestaciones clinicas estarian inducidas poosofactores diferentes al virus
(Griersonet al, 2004). Asimismo, hay experiencias que demuestiar una cepa que
circulé durante 10 afios por Suecia sin causar mefdad era capaz de inducir cuadros
de infeccion sistémica cuando se coinfectaba covopius porcino (Hasslungt al,

2005).

En cuanto a los factores dependientes de hospesdadhar estudiado el efecto de
la raza sobre la susceptibilidad a la enfermedaduicon resultados confusos pues no
todos los estudios llegan a la misma conclusion.estudio realizadon vitro por
Meertset al. (2005b) demostré como existen claras difereramas susceptibilidad a la
infeccion por PCV2 de los macrofagos alveolaresetelos hibridos convencionales.

En los estudios realizadosvivo los resultados son dispares: ciertos estudiodwysrt
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gue hay razas mas sensibles a la infeccion de RGW® los cruces Large White/Duroc

(Lopez-Soriaet al, 2004; Opriessniget al, 2006b) mientras otros no encuentran

diferencia alguna (Ros al,, 2004).

La presencia de PCV2 es indispensable para elrddsate los signos clinicos
de las EACP. Existen estudios que concluyen quea paEr desarrollo de la
sintomatologia clinica y de las lesiones asociad&stos procesos seria necesaria la
infeccidn por PCV2 y la existencia de otros cofsesocomo coinfecciones con otros
patdogenos como el virus del sindrome respiratoricegroductivo porcino (PRRS)
(Harmset al, 2001), parvovirus porcino (Allaet al, 1999; 2000a; Krakowkat al,
2000) o una estimulacion del sistema inmune (Krdeowet al, 2001).
Contradictoriamente a los estudios anteriorestexisxperiencias cientificas en las que
los signos de la enfermedad han podido ser repigagicen cerdos infectados
solamente con PCV2 sin la presencia de otros nrigamismos patogénicos (Albired
al., 2001; Bolinet al, 2001) o sin la presencia de sustancias inmuinogsintes
(Ladekjaer-Mikkelseret al, 2002). En estos ultimos estudios se testaromanavales
en busca de otros importantes patdgenos porcinesflggran capaces de detonar la
enfermedad sistémica asociada a PCV2, pero nodgegnecontrar ninguno. El hecho de
que en los estudios donde se conseguia reprodueiférmedad sélo con PCV2 no se
encontraran otros patdégenos actuando como potememdde la enfermedad no
significa que no estuvieran presentes, pudiendoagentes desconocidos hasta el
momento 0 que no se hubiesen testado. En las comelc normales de las

explotaciones porcinas la enfermedad sistémicaP@W2 suele aparecer complicada
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con infecciones secundarias provocadas por patégeportunistas (Carrasat al,

2000; Nufiezt al, 2003).

Se considera que hay un problema de EACP si seabtiga el proceso en el
50% o0 mas de los cerdos de una muestra represantiiuna granja, junto con un
aumento de la mortalidad con respecto al histangdio de la explotacion. Se considera
un problema esporadico de EACP si se diagnosticaaos del 50% de una muestra
representativa de la granja con un aumento de ldahuad o si las enfermedades
asociadas al virus aparecen en mas del 50% dedatrawsin un aumento concurrente
de la mortalidad en la explotacion (Opriesseti@l, 2007). La infeccién por PCV2 no
implica necesariamente el desarrollo de EACP (@pniglet al, 2004), apareciendo las

gue se denominan infecciones subclinicas.

Los signos clinicos dependen del tipo de enfermedadiada a circovirus que
se presente en cada caso. Los sintomas asocidda@nfermedad sistémica engloban
adelgazamiento progresivo o disminucion de la gaiaamedia diaria, acompafado de
sintomas respiratorios como tos, disnea y taquipneanimales en la ultima fase de la
transicion y en principio o incluso a mitad de cébotre 5-18 semanas de vida). Otros
signos son ictericia, palidez y a veces, aparid@mliarrea oscura. La morbilidad puede
variar desde el 5 al 50% dentro de un mismo grup® wyortalidad puede llegar en
algunos casos a ser muy elevada. Las lesiones scapioas se caracterizan sobre todo
por un aumento de tamafo de los nodulos linfatienspuimdn aparece edema, no se
colapsa al sacarlo de la cavidad toracica y algweass presenta areas multifocales

color marrén-rojizo bien demarcadas. También sedéscrito enteritis, aumento de
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tamafio de los rifiones y hepatomegalia. Las lesione®scopicas se caracterizan por
una deplecion de los foliculos linfoides y unaanfacion granulomatosa de los tejidos
linfoides (nddulos linfaticos, timo, bazo, placas Heyer y tonsilas), higado, bazo,
pancreas y algunos otros Organos como corazon,, tioeoebro y testiculo.
Ocasionalmente pueden verse sincitios en los &)idfoides y los macrofagos de areas
B-dependientes pueden contener cuerpos de inclusitatitoplasmaticos de tamafo
variable. Las lesiones en pulmdén se caracterizan @ neumonia intersticial
linfohistiocitica y una infiltracion de macrofages el tejido linfoide asociado a los
bronquios que varia de multifocal a difusa. Otesidnes asociadas son infiltrados
linfociticos o linfohistiociticos a nivel del intgicio renal, hepatitis periportal con
células mononucleares y atrofia de vellosidadessiimntales (Rosekt al, 1999; Allan

et al, 2000; Kennedwgt al, 2000).

En los casos de neumonia asociada a PCV2, elemtua a formar parte de los
patogenos implicados en el complejo respiratoriocipo (CRP). EI CRP es la
manifestacion clinica resultante de la accion aaajude varios agentes patogenos,
asociada a deficiencias en las condiciones amlésntp estrategias de manejo
inadecuadas. La etiologia del proceso varia eremlpb y dentro de cada sistema de
produccion. En la mayoria de ocasiones, suelem gsfdicados uno o dos virusj.

hyopneumoniag varias especies de bacterias oportunistas (IH&1998).

Las afecciones entéricas asociadas a PCV2 ocuereramente durante la fase
de engorde. Los sintomas diarreicos que se obssnmartonsecuencia de una ileitis

subaguda o crénica. Las coinfecciones que acompafiB&V2 a nivel intestinal son
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variadas: Chlamydia (Carrased al, 2000),Lawsonia intracellularis(Segaléset al,

2001), Cryptosporidium parvunfNufiezet al, 2003) y virus de la diarrea epidémica

porcina (Junget al, 2006).

Los animales afectados de PDNS presentan fiebtagia, lesiones renales
caracterizadas por un aumento de tamafio del orgamo con la presencia de
hemorragias petequiales y lesiones cutaneas derogbepurpura en flancos, abdomen
y extremidades que van confluyendo. Los animaldsreiws generalmente acaban
muriendo. Se ha demostrado que los cerdos con Ribésentan titulos de anticuerpos
frente a PCV2 mucho mayores que los cerdos noaafest(Wellenbergt al, 2004).
Las lesiones microscopicas caracteristicas de Mscmecrotizante en piel y
glomerulonefritis fibrinosa en rifion son sugestivds una reaccion inmune de
hipersensibilidad tipo 3 con depdsito de comple@jasgeno-anticuerpo en los diferentes
tejidos. Ademas de PCV2, otros virus como el viRBRS (Thibaulet al, 1998; Choi y
Chae, 2001) y bacterias confo multocida(Lainsonet al, 2002) se han propuesto

como posibles causas del PDNS.

El fallo reproductivo asociado a PCV2 se caracéepiar el aumento de abortos,
nacidos muertos, momificados y de la mortalidaddgseete. Los lechones muertos
presentan miocarditis asociada a una gran cantidadntigeno de PCV2, lo que
demuestra la transmision vertical del virus. Tambs& ha encontrado antigeno de
PCV2 en el higado, pulmones y rifiones de los fatmsrtados (Weset al, 1999;

O’Connor, 2001). Las cerdas afectadas por este dg@roblema suelen ser cerdas

55



Revision Bibliogréafica
jévenes o integradas en granjas relativamente @vgnpor tanto, no estabilizadas

inmunitariamente.

A PCV2 también se le considera como agente eticddde tremores congénitos
en lechones que se manifiestan como contraccioh@sicas de los musculos
esqueléticos que suelen resolverse a la edad tte semanas de vida (Stevensbral.,

2001; Choiet al, 2002).

2.8.1 Efecto inmunomodulador de PCV2

Los animales infectados por PCV2 y que padecen PMWi®n una alteracion
del sistema inmune, caracterizada por disminucércélulas dendriticas foliculares,
células interdigitantes, linfocitos B, linfocitos Tafectando principalmente a los
linfocitos CD4) y aumento de macréfagos en tejidos linfoides ¢Raet al, 1999;
Allan et al, 2000; Sarlet al, 2001; Darwiclet al, 2002; Nielseret al, 2003). Existe
relacion directa entre la cantidad de antigenormige viral en el tejido y la gravedad
de la deplecion linfoide producida (Darwieh al, 2002). Los animales afectados, a
pesar de que tienen un numero total de leucocitbssagre normal, presentan
linfopenia, monocitosis y neutrofilia (Segalésal, 2000). La linfopenia afecta a las
subpoblaciones de células plasmaticas, linfocitB8'CCD4 y a las células doble
positivas CDZ/CDS8". Hay que sefialar que la disminucion de las céDBR4" también
se observa en animales en animales desmedradastrpsrcausas, por lo que no se
puede atribuir a la accién exclusiva de PCV2 (Delnet al, 2002). Esta alteracion de

los tejidos linfoides junto al hecho de que losnaales afectados de PMWS suelen
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padecer infecciones secundarias, indican que lwsaées que padecen la enfermedad
tienen seriamente dafiado el sistema inmune (Darefical, 2004). Vincentet al
(2005; 2007) demostraron que la infeccion de lada®dendriticas por PCV2 ni inhibe
su diferenciacién ni afecta a su capacidad de pawscg presentar antigenos a los
linfocitos T. Sin embargo, si es capaz de inhibisihtesis de IFN-y TNF-u por parte
de las células dendriticas ante sefiales de palaym son los CpG-ODN. Este hecho
afecta a la capacidad de reconocer y dar respaeséalas sefiales de peligro por

presencia de virus y bacterias, favoreciendo l@samones secundarias.

Los animales afectados de PMWS tienen un patroaxgeesion de citocinas
modificado. En el timo se produce una sobreexpnedi® ARNm de IL10 y en las
tonsilas la molecula sobreexpresada es{FMa sobreexpresion de IL10 se ha asociado
a deplecion linfoide y atrofia del timo. Asimisndes animales desmedrados poseen una
expresion reducida de ARNm de IL2 en el bazo, Ih4as tonsilas y de IFN;IL10 e
IL4 en los nodulos linfaticos inguinales superfiesa(Darwichet al, 2003a). Ademas,
el virus es capaz de altenar vitro la funcionalidad de las PBMC tanto en animales
sanos como afectados de PMWS. Este virus altgratgn de produccion de citocinas
de las PBMC, asi los animales afectados de PMW&:ptan una capacidad reducida,
llegando incluso a estar inhibida, para produc#,IlL2 o IFN+y (Darwich et al,

2003b).

Kekarainenet al (2008) estudiaron el efecto de los diferentespmmentes de
PCV2 en la modulacion de la respuesta inmune dgemdr el virus sobre las PBMC y

las células dendriticas derivadas de la médula &ea ello, se evalud por separado el

s
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efecto ejercido por el propio virus, por particusgsnejantes a virus (VLP del inglés
viral like particles) y por CpG-ODN. Los resultadasdicaron que los distintos
elementos virales alteran de diferente manerantasi¢ de citocinas dependiendo de la
poblacion celular. Asi, el virus era capaz de agtima las PBMC a producir IL10, sin
embargo este efecto no era producido por los CpGlOD las VLP. La sintesis de
IFN-y e IL2 tras la estimulacion por rellamada de amidgeestaba reducida por el virus
y los CpG-ODN, no viéndose afectada por las VLPviHlls y los CpG-ODN eran
capaces de inhibir en las células dendriticas taes®n de IFNz, no teniendo el
mismo efecto las VLP. Finalmente, también detectagoe el virus y las VLP
estimulaban la produccién de IL12. Por tanto, estas es capaz de afectar la

produccion de citocinas propias de las respuestagries innata y adquirida.

2.8.2 Situacion actual respecto a PCV2

La situacion inicial del PCV2 en Europa fue epidgami registrandose
mortalidades del 30 al 40%. En la actualidad seatde una infeccion endémica,
habiendo aumentado los niveles de mortalidad meadia3-4% con respecto a la
situacion anterior a la aparicion de las EACV. E##fa en las explotaciones porcinas
actuales el margen superior de mortalidad en tatnb0%. La estabilizacion de las
granjas de madres ha favorecido la transmisiomaheimidad a sus lechones, los cuales
quedan protegidos en las fases tempranas de vita. Ha hecho que la edad de
infeccién de los cerdos se haya retrasado, lo quieliado a una disminucion de la
mortalidad probablemente asociada a un efecto dddd (Burch, 2008). Las pérdidas
producidas por estas enfermedades en Europa sgacaéntre 562 y 900 millones de €

cada afo (Tucker y Donadeu, 2006). Pero no cabeadar la posibilidad de que la
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enfermedad vuelva a reemerger como epidemia aldatirse nuevas cepas en las

explotaciones.

2.8.3 Estrategias de lucha frente a PCV2

Existen dos estrategias para la lucha frente &MGP: la vacunaciéon de las
madres con la consiguiente transferencia de inmadnjohsiva a los neonatos y la
vacunacion de los lechones a una edad temprana dmigue se produzca la infeccién.
Existen en Europa cuatro vacunas comerciales fren®CV2, siendo la vacuna de
Merial: Circova€ la primera en aprobarse su uso (septiembre de)2B8fa vacuna
esta disefiada para ser usada madres y su composside virus inactivados
adyuvantados por aceite mineral. Las otras tresingsc existentes se basan en el
hallazgo de que la inmunidad generada frente al20dR¥F virus es protectora (Fan
al., 2007). Asi, las vacunas Ingelvac CircofléBoehringer Ingelheim, Alemania) y
Porcilis® PCV2 (Intervet/Schering-Plough, Holanda) son amdg del ORF2 de la
capside virica. Para su produccion se ha insedbhgen del ORF2 en un baculovirus de
plantas. La vacuna Suvax§PCV2 One Dose (Fort Dodge, EEUU) es una vacuna
quimérica, creada insertando en el genoma de PQWELr{o es patogénico) el ORF2 de

PCV2. Posteriormente este virus recombinante esiviaalo.

La tabla 1 refleja las ventajas e inconvenientes spypone la vacunacion de las

madres o de los lechones.
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Tabla 1: Ventajas y desventajas de la vacunacid@edtas o lechones (adaptado

de Ramis y Joisel, 2008)

Vacunacion cerdas Vacunacion lechones

Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas

Homogeneizacion de Necesidad de Accion directa sobre los Mayor mano de obra

inmunidad en colectivo encalostramiento adecuado lechones

reproductor
Estabilizacion de la granja Retraso en la aparicitin Rapidez de actuacion Estrés de los lechones
efectos beneficiosos hasta el
nacimiento de las camadas de
cerdas vacunadas y
revacunadas
Reduccion de la mano de obra La vacunacion fuacioA veces no es g

aunque el sistema inmunesuficientemente precoz

esté ligeramente dafiado

Reduccién de los costes

Proteccién muy precoz

En Europa, las pruebas de campo de vacunaciérzadaf concluyen que se
produce descenso de la mortalidad en los distipegéodos productivos: lactacion,
transicion y cebo. Ademas de esta disminucion enddalidad, los animales enviados
a matadero eran mas homogéneos, tenian mayor gmmaedia diaria y requerian de

menos gastos de medicamentos (Ramis y Joisel 2008).

Las limitaciones observadas en las respuestas gsmimlos neonatos se deben

a deficiencias intrinsecas de los linfocitos B jofenes, ademas de las APC (Siegrist,

————————
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2001). Es por ello que la vacunacion de las maskgdantea como una estrategia util

para la generacion de inmunidad humoral y celdarva en los recién nacidos.

Los neonatos son mas sensibles que los animald®sadulas enfermedades
infecciosas. Este hecho es debido a la falta deuready capacidad funcional del
sistema inmune, unido a su susceptibilidad a laalsg tolerogénicas de los neonatos
(Barrioset al, 1996; Siegrist, 2001; Holt y Rowe, 2003). Estlica que el periodo
posterior al nacimiento sea critico para la supengia del neonato. La falta de eficacia
del sistema inmune del neonato junto al hecho delgwacunacion de los lechones
puede detonar un brote de PMWS (krakovdtaal, 2001; Graslanct al, 2005),
plantean la vacunacion de las madres como el gpeadunacidon mas aconsejada para
evitar los problemas de PMWS (Praviebal, 2007). Este planteamiento se comprobo
vacunando a las madres y evaluando el efecto ohenlanidad pasiva transferida a los
lechones. Los lechones nacidos de madres vacutemiasr menor carga viral en los
nodulos linfaticos, suero y heces, menos lesianesor sintomatologia clinica y menor
mortalidad que los lechones nacidos de madresaganar. Incluso la mortalidad en
cebadero fue menor para los animales que provel@anadres vacunadas, indicando
que la inmunidad pasiva transferida frente al PE@¥#e larga duracion (Pravieeixal.,

2007).
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3.1 DISENO EXPERIMENTAL: ANIMALES Y

PROTOCOLOS VACUNALES

3.1.1 Expresion génica relativa para IL4, IL5 e II3len animales vacunados y

no vacunados frente a PCV2

Se utilizaron 10 cerdos de raza Large White deetflanas de edad libres de
patogenos especificos (SPF). Los cerdos se asigraeatoriamente a dos grupos:
vacunado (n=5) y control no vacunado (n=5). Losmates del primer grupo se
vacunaron el dia 0 del experimento con Circ8v@erial, Francia). Cada vacunacion
se realizd con una dosis de 2 ml via intramuscemala region del cuello. Estos 2 ml
contenian PCV2 inactivade 2,1 log10 unidades ELISA, 0.20 mg de tiomersal @om
excipiente y de 494 a 501 mg de parafina liquidaac@dyuvante. Los animales se
revacunaron el dia 21 del experimento. Se tomammtighos de muestras: sangre y
nodulos linfaticos retrofaringeos. La sangre futeoida de la vena yugular mediante
tubos con heparina sodica y agujas desechablex B2 mm (Vacutainer, Becton,
Dickinson & Co., RU) los dias 0, 21 y 28 del exp@nto. Los animales del grupo
vacunado se sacrificaron el dia 29 del experimentmiante una sobredosis de
pentobarbial en el seno oftalmicprevia sedacion con ketamina i.v (5 mg/kg).
Posteriormente se exanguinaron mediante corte ldeb braquial. Se obtuvieron los
nodulos linfaticos retrofaringeos porque son los drenan la region del cuello, zona
donde se inyecto la vacuna. Los cerdos del grupdradono se sacrificaron porque

estaban siendo empleados simultaneamente comolesnde otro experimento
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3.1.2 Expresion génica relativa para IL4, IL5 e II13len lechones vacunados y
no vacunados frente a PCV2 procedentes de madreswvadas y no vacunadas frente

aPCV2

Se emplearon tres grupos de cerdos de la raza Meingge. Cada grupo estaba
constituido por cinco lechones de un mes de edazkdentes de diferentes madres para

evitar en la medida de lo posible el efecto camada.

El protocolo de vacunacion de madres fue el recdiamm por el fabricante: dos
dosis de Circovdta las primiparas y una dosis a las multiparas abmeéos semanas
antes del parto. A los lechones se les vacuné ddassemanas de edad con 2 ml de

Circoval.

A cada uno de los cerdos se les tomé a las cuatnarsas de edad una muestra
de sangre de la vena yugular mediante tubos coarihapsddica y agujas desechables
1,2 x 38 mm (Vacutainer, Becton, Dickinson & Col)RLa constitucion de los grupos

fue como aparece en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de vacunacion de los grdgoanimales del segundo

experimento.

N° de lechones y edaﬁ Madre vacunada Lechones vacunados

Grupo 1 | 5 lechones de un mes Si Si
Grupo 2 | 5 lechones de un mes Si No
Grupo 3 | 5 lechones de un mes No No
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3.2 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LAS CELULAS
MONONUCLEARES PERIFERICAS DE LA SANGRE Y

NODULOS LINFATICOS

La sangre recogida en tubos heparinizados se tedsg laboratorio la misma
mafana de la extraccion. Trabajando siempre eniaonds de esterilidad en una
cabina de flujo laminar, se depositaron 8 ml deggsarsobre 5 ml de ficoll (Pancoll
density 1,077 g/ml; Panbiotech Gmbh; Alemania) ypemcedié a la centrifugacion a
1100 g durante 30 min a 20°C sin freno. El anidlular que se formé sobre la capa de
ficoll se recogié por aspiracion y se depositdé ennuwevo tubo. Se realizaron tres
lavados con PBS. Se contaron las células mediamiecamara de Neubauer y se
cultivaron en RPMI completo (compuesto por RPMIQ,6denicilina a 50 unidades/ml,
estreptomicina a 2@/ml, p-mercaptoethanol al 0.01% y suero fetal de teraed®%)

a 37° C en atmosfera humidificada con un 5% de.Q@ cantidad de células

establecida por pocillo fue de 2,5 millones y duwgen por pocillo de 1 ml.

Para la obtencion de las células mononuclearessdaddulos linfaticos de los
animales vacunados y revacunados frente a PC\2tise la grasa de los mismos, se
cortaron en fragmentos mas pequefios y se intradujm bolsas de plastico estériles
con filtro que sélo permitian el paso de célulat.céntenido de las bolsas se
homogeneiz6 en un Stomacker (Lab-Blender, Italia)des sesiones consecutivas,
empleando en cada una de ellas 7 ml de PBS e&#HBS con las células se transfirid
a tubos de 15 ml para ser centrifugado a 400g thirld min a una temperatura de

20°C. Las células se contaron mediante una caneafdedbauer y se cultivaron en
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placas en RPMI completo a una concentracion denilenes por pocillo en un

volumen total de 1 ml.

Las células de cada animal se cultivaron bajodreanstancias diferentes:

1- Estimulacion con péptidos antigénicos del ORF2 @¥2Pa una

concentracion de [1g/ml.

2- Estimulacion con péptidos del gen temprano inmedideél

Herpes Virus Equino (EHV) a una concentracion geg/inl.

3- Condicion de no activacion: el medio de cultivaabstcompuesto

Unicamente por RPMI completo.

En el experimento en que se mididé la expresioncgérelativa para IL4, IL5 e
IL13 en animales vacunados y no vacunados fremE\A2, se realiz6 una cinética de
expresion, de manera que se recogieron las céuthferentes puntos de tiempo. La
muestra a 0 horas fue tomada siempre y utilizad@occalibradora para la expresion
génica. Para la estimulacion con PCV2 se tomaemas del dia 0, muestras alas 2 y
24 horas, del dia 21 alas 2, 12 y 24 horas yide28 a las 2, 12, 24 y 48 horas. Para la

estimulacién con EHV se tomaron muestras los di@d ¢ 28 a las 24 horas y para las
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células cultivadas sin sustancias estimulante®marbn muestras el dia 28 a las 24

horas.

En el experimento en que se midié la expresioncgérelativa para I1L4, IL5 e
IL13 en lechones vacunados y no vacunados frerREE2 procedentes de madres
vacunadas y no vacunadas frente a PCV2 se recndasaélulas a diferentes puntos
de tiempo. Para los cultivos que se estimularonR©ox2 o aquellos a los que no se les
afadio ninguna sustancia estimulante, se tomasonédllas a las 12 y 24 horas. Para

las células cultivadas con EHV se recogieron lada®a las 24 horas.

Para la obtencion de las células se homogeneizasgpocillos por pipeteo, se
transfirié todo el volumen a un tubo de 1,5 ml yceatrifugd a 1400 rpm durante 5
min. Los sobrenadantes se recuperaron y se guardaf° C para posteriores estudios
sobre la correlacion de la expresion génica y\atlrde proteina por ELISA. El pellet
de células se lavlé en PBS vy centrifugd a 1400 rprarde 5 min. El PBS se elimind y

el pellet de células se guardo a -80° C hasta elento de la extraccion del ARN.

3.3 EXTRACCION ARN

Se empled el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, EEUU) quermite extraer hasta
100 ug de ARN. La tecnologia de este kit utiliza colusiean membranas basadas en
silica y la fuerza de la centrifugacion, extrayefatomoléculas de ARN mayores a 200
nucledtidos. Con este procedimiento se consigudiqaurlos ARNm pues se excluyen
muchos de los ARN menores a 200 nucleétidos quilesny a los ARN ribosémico

(ARNr) 5,8 S, ARNr 5 Sy a los ARN de transferengae en total suponen un 15-20 %
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del total del ARN. Los tampones con alta conceirade sales empleados permiten
qgue el ARN mayor de 200 nucleétidos se adhieraradmbrana de silica. EI tampén
RLT empleado contiene guanidina-tiocianato quelifacla lisis de la muestra, su

homogeneizacion y la inactivacion de las ARNasastemperatura a la que se realizd
la extraccion fue de 20 a 25° C. La utilidad de &ftpara la extraccion de ARNm se ha
demostrado previamente por otros investigadoreseg®iet al, 2008; Taglingeet al,

2008). El protocolo que se empleo fue el siguiente:

- Descongelacion del pellet de células en hielo.

- Adicibn de 350 ul de tampon RLT suplementado cdi

mercaptoetanol al 1 %. Homogeneizado con vorticengrifugado.

- Pipeteado del lisado en una columna QIAshreddeagé,
EEUU) colocada en tubo de recoleccién. Centrifuyaa velocidad maxima

durante dos minutos.

- Adicidén de 350ul de etanol al 70 %. Mezclado por pipeteo y
transferencia a las columnas RNeasy insertadasbes te recoleccion de 2
ml. Centrifugaciéon a 10000 g durante 15 seg y @lawion del liquido que

atraviesa la membrana.

- Adicién de 700ul de tampén RW1. Centrifugacion a 10000 g

durante 15 seg y eliminacion del liquido que agsaila membrana.
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- Adicién de 500ul de tampén RPE. Centrifugacion a 10000 g

durante 15 seg y eliminacién del liquido que ags&ila membrana.

- Adicién de 500ul de tampén RPE. Centrifugacion a 10000 g

durante 2 min y eliminacién del liquido que atraaiéa membrana.

- Colocacién de la columna RNeasy en un nuevo tubo de
recoleccion y centrifugacion durante un minuto adbcidad maxima para

eliminar todo el etanol que pudiera quedar.

- Colocacién de la columna RNeasy en un nuevo tubb,slenl y
adicion de 50ul de agua de grado biologia molecular libre de Agdda

Centrifugacion durante 1 min a 10000 g y elimidadile la columna.

Para comprobar que la extraccion de ARN era honezéentro de la misma

sesion y entre diferentes sesiones se cuantificlr®rextraidos de ARN mediante

tecnologia de fluorescencia usando el Qubit Quardit Platform (Invitrogen, RU).

3.4 DESTRUCCION DEL ADN GENOMICO

Para eliminar todo el ADN gendmico (ADNg) preseetela muestra de ARN

extraido se utilizo el kit Turbo DNA Free (AmbioBEUU). Este kit elimina tanto el

ADN presente como los cationes divalentes comaaglanagnesio que catalizan la

degradacion del ARN cuando la muestra es calenksla.paso fue empleado ya que a
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pesar de que el kit empleado para la retrotrargénpgncluia un reactivo para eliminar

el ADN, éste no era eliminado completamente. Elqualo empleado fue:

Adicion de 50ul de tampdn de la Turbo ADNasa.

- Homogeneizado mediante vortice y centrifugado i@pid

- Adicion de 1ul de ADNasa.

- Homogeneizado mediante vortice y centrifugado i@pid

- Incubacién a 37° C durante 30 min.

Adicibn de 5 ul de reactivo de inactivacion de ADNasa.
Incubacion durante 2 minutos homogeneizando meliaéttice cada 20

segundos.

- Centrifugacion a 10000 g durante 2 minutos.

- Recoleccion de 44l del ARN libre de ADNg sin tocar el pellet

formado en el fondo.

En primer lugar se probo a realizar la PCR a tienapbsin emplear el kit Turbo
DNA Free ya que el kit empleado en la retrotrapsodn ya incluye un tampon de
destruccion de ADNg. Para asegurar que la sefdludesscencia detectada en el

termociclador de tiempo real se originaba por Ipldimacion del ARN mensajero y no

s
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por la del ADN gendémico residual que pudiera hadido extraido, se incluyd un
control de retrotranscripcion negativo. Este cdntite retrotranscripcion negativo
contenia todos los elementos de retrotranscrip@orexcepcion de la enzima

retrotranscriptasa.

3.5 RETROTRANSCRIPCION

Para la sintesis del ADN complementario (ADNc) sgled el Kit Quantitect
Reverse Transcription (Qiagen, Alemanig).paso de la retrotranscripcion es critico
para conseguir una cuantificacion sensible y paedes la expresion génica (Bustin,

2002).El kit empleado incluye:

- Tampdn de destruccion de ADNg: elimina el ADNg.

- Transcriptasa inversa “quantiscript”. es una mengpkimizada de
enzimas retrotranscriptasas y un inhibidor de ARINaEstas enzimas estan
optimizadas para la sintesis sensible y eficieetADNc a partir de 10 pg

hasta lug de ARN.

- Tampdén RT “quantiscript”. es un tampon optimizadargp la

retrotranscripcion que ya contiene desoxinuclegtitifosfato (ANTPS).

- Mezcla de primers RT: es una mezcla de oligo-dTe ypdmers

aleatorios disueltos en agua.
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El empleo del kit consta de dos pasos, en pringarltiene lugar la eliminacién

del ADNg y finalmente la transcripcion inversa.

Eliminacion del ADN. Se empled el siguiente protocolo:

- Adicién a un tubo de 0,2 ml deu3 de tampdn de destruccion de

ADNg y de 9ul de agua de grado biologia molecular.

- Homogeneizado mediante vortice y centrifugado breve

- Adiciébn de 9ul de ARN (ya tratado previamente con el kit

Ambion turbo DNA Free) al tubo de 0,2 ml.

- Homogeneizado mediante vortice y centrifugado breve

- Incubacién a 42° C durante 2 min. Las muestras mi@mtenidas

en hielo inmediatamente después de esta incubacion.

Transcripcion inversaSe siguio el siguiente protocolo:

- Adicion al tubo de 0.2 ml de:
o 1,5ul de transcriptasa inversa “quantiscript”.
0 6 ul tampon RT “quantiscript”.

o 1,5ul mezcla de primers RT.

- Homogeneizado mediante vértice y centrifugado breve

s
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- Incubacién a 42° C durante 15 min.

- Incubacién a 95° C durante 3 min.

- Almacenamiento del ADNc a -20° C.

Para optimizar la eficiencia de la PCR se probares cantidades diferentes de

ARN a incluir en la retrotranscripcion: 18 9 uly 4,5 ul.

3.6 Q-PCR Y EXPRESION GENICA

Los primers y sondas empleados para la amplificad® la IL4 IL5, IL13 y
ciclofilina fueron los publicados por el Servicie dnvestigacion de Agricultura del
Departamento de  Agricultura de los Estados Unidoe dAmérica

(http://199.133.11.115/fmi/iwp/cqi?-db=PINdb&-loadine3 y validados por Dawson

et al (2005) y Flores-Mendozzt al (2008). Los primers estaban disefiados en lamegio
de empalme de dos exones para amplificar s6lo &lrAR no el ADNg (figura 7). Sus
secuencias se muestran en la tabla 3. Se prob#éeoenties concentraciones de primers
y sondas para optimizar las eficiencias de lasintkst Q-PCR. Todos los
oligonucleodtidos fueron sintetizados por Tib-molb{@lemania). Todas las sondas

fueron marcadas con el fluorocromo FAM.
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Figura 7: Esquema que muestra como los primers$ialifgs en la union de dos
exones no amplificarian el ADN cuando todavia exishtrones (fuente: QiagePCR

and RT-PCR Application Guide).

Genomic DMNA mRMNA
= MWW ]
— I -—
Exon Intran| Exon Exon Exon
1 RT-PCR 1 RT-PCR
Mo product Product
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Tabla 3. Secuencias de los primers y sondas engdead

Tamafo del amplicén y Numero de
Primer 1 Primer 2
situacion en el gen (pdb) acceso
IL 4 GCCGGGCCTCGACTGT TCCGCTCAGGAGGCTCTTC CTTCGGCACATCTACAGACACCACACG 68 (del 232 al 300) NM_214123
IL5 GACTGGTGGCAGAGACCTTGAC | CTTCAATGCATAGTTGGTGATTTGT | CTGCTCTCCATTCATCGAACTCTGCTGAT 114 (del 83 al 197) NM_214205
IL 13 CTGACCACCAGCATGCAGTACT GCTGCAGTCGGAGATGTTGA TGCCGCCCTGGAATCCCTCA 63 (del 224 al 287) NM_213803
Ciclofilina GCCATGGAGCGCTTTGG TTATTAGATTTGTCCACAGTCAGCAAT | TGATCTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCCT 78 (del 425 al 503) NM_214353
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La Q-PCR se realiz6 con el kit Tagman gene exjmessaster mix (Applied
Biosystems, EEUU) y un termociclador a tiempo ra8l Prism® 7500 Sequence
Detection System (Applied BiosystemEEUU) en el primer experimento y un
termociclador a tiempo real Lightcycler 480 (Rocl8yizg en el segundo. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguien&8:C 2 min, 95° C 10 min, 40 ciclos
de 95° C durante 15 seg y 60° C durante 1 minluadscencia se midié al final de
cada ciclo. Cada muestra se analizé por duplicada gespués calcular la media de los
dos Ct obtenidos y hacer el célculo de la expregénica normalizada con un control
enddgeno vy relativizada a la muestra calibradordianée la formula: 2°“* (Livak et

al., 2001).

El valor AACt muestra la diferencia entre £Ct de la muestra en estudio (por
ejemplo células estimuladas con mitégeno) yA€lt del calibrador (células no

estimuladas con el mitdbgeno).

AACt = ACt (muestra) -ACt (calibrador)

El promedioACt de las muestras se calcula normalizandolasefrahtontrol
enddgeno. Igualmente @ACt del calibrador se calcula restandole al Ct d=i de

interés (por ejemplo una citocina) el Ct del candradogeno (por ejemplo ciclofilina).

ACt (muestra) = Ct gen interés (muestra) — Ct coetrddégeno (muestra)
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ACt (calibrador) = Ct gen interés (calibrador) -c@ntrol endégeno (calibrador)

Al tratarse de una cuantificacion relativa de |presion génica es importante
considerar que una expresion génica de 1 suponedigha expresidon no cambia
respecto de la situacion tomada como calibradegeio O horas). Si la expresion es

mayor o menor de 1, implica que hay mayor o merpresion que a tiempo 0 horas,
. . . . -AACt
respectivamente. Si los resultados de expresidicajémas aplicar la formuld son

menores a 1, la expresion génica real se calculeerido la inversa de ese mismo
namero. Al analizar estos resultados hay que ceramidjue los cambios de expresion
génica aqui reflejados son relativos al tiempo @sade cultivo, lo que quiere decir que

no reflejan la cantidad absoluta de ARNm.

Para emplear la férmula™2® en la cuantificacién relativa es necesario
comprobar que la eficiencia de amplificacion seanlama para el gen objetivo y el
control enddgeno. Para comprobar la eficiencia @ePCR a tiempo real, se
construyeron plasmidos para la IL4, IL5, IL13 ylafitina empleando el kit pGEfFT

easy (Promega EEUU). La eficiencia de la Q-PCRildamediante la formula:

Eficacia = 10 V/rendiente) q
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La cuantificacién relativa con el métodd“2' se ha usado previamente para
determinar los cambios en los niveles de expred@aitocinas (Coussems al, 2004;

Shirkeyet al, 2006; Karcheet al, 2008; Dawsowet al, 2009).

Una misma muestra tomada como control positivonsdizz siempre en todas
las placas para comprobar el rendimiento de la Q-PEsta muestra provenia de
PBMC porcinas estimuladas durante 24 h con Comgéalimente en todas las placas se
incluyé un control negativo compuesto por la master y agua pura como muestra.
Los genes de interés (IL4, IL5 e IL13) se analingumto con el calibrador en la misma
placa de PCR. Como gen enddgeno se seleccionitltdilina porque éstya se ha
empleado previamente en diversos estudios quaareal la expresion génica de IL en
el cerdo (Dozoist al, 1997; Fournouet al, 2000; Verfailleet al, 2001; Darwichet
al., 2003a; Piest al, 2004; Girarcet al, 2005; Meert®t al, 2005a; Sipost al, 2005;
Verfaille et al, 2005) y en otras especies, describiéndose ema@dgcasos como el

mejor control endégeno (H al, 2008; Maroret al, 2008).

3.7 PCR CLASICA DE PCV2

Todos los animales empleados para este estudionftestados para PCV2 por
PCR clasica. La extraccion de ADN se realizé aipdet sangre con el kit High Pure
Viral Nucleic Acid Kit (Roche Applied Science, Al@mia) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La técnica de PCR se realiz6 sefjnotocolo de Harmst al (2001).

Los componentes y cantidades para la PCR fueragquesparecen en la Tabla 4.
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Los primers especificos para PCV2 usados fueron:

+ Primer 1: 5-TTAGGGTTTAAGTGGGGGGTC-3".

% Primer 2: 5-ATGACGTATCCAAGGAGGCG-3'.

La region amplificada contenia 702 pares de bases.
Las condiciones de termociclado fueron las sigegnt

4 94° C 5 min.
< 35 ciclos: 94° C 20 seg, 56° C 20 seg, 72° C 40 seg

%+ 72°C 7 min.

Tabla 4. Componentes y cantidades utilizados paredlizacion de la técnica de

PCR para deteccién de genoma de PCV2.

COMPONENTE CANTIDAD

Agua 18,875 ul
Tampodn(1ox, Roche Applied Science, Alemania) 2,5 pl
Desoxinucleétidos trifosfat@o mm) 0,5 pl
Primer 1¢0 pm) 1l
Primer 210 pm) 1l

Tag DNA Polimerasa uul, Roche Applied Science, Alemania) 0,125 pl
ADN 1l

Volumen final por reaccion 25 pl.
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El producto de PCR se analiz6 por electroforesigg@nde agarosa al 1,2 %
tefido con bromuro de etidio y se visualiz6 medianh transiluminador ETX-20
(Consort, Bélgica). Se obtuvieron imagenes mediantsistema de fotografia digital

E2051 (Consort, Bélgica).

3.8 ESTUDIO ESTADISTICO

Para estudiar si los niveles de expresion génidasiees interleucinas seguian o
no una distribuciéon normal se utilizé un test ddrkmgorov-Smirnov. Para estudiar el
efecto de la reestimulacion con PCV2 en la produrcde interleucinas se emplearon
pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney, agrupdos datos de la siguiente

manera.

3.8.1 Expresion génica relativa para IL4, IL5 e II3len animales vacunados y

no vacunados frente a PCV2

- Expresion génica relativa para el grupo vacunadotéra grupo

control a distintos dias postvacunacion indeperneieante de las horas.

- Expresion génica relativa para el grupo vacunadotdéra grupo

control en cada hora de cada dia.

- Expresion génica relativa para el grupo vacunaéotdr a si

mismo y grupo control frente a si mismo en cada klercada dia.

82



Material y métodos

3.8.2 Expresion génica relativa para IL4, IL5 e I[3len lechones vacunados y
no vacunados frente a PCV2 procedentes de madresmvadas y no vacunadas frente

aPCV2

- Expresion génica relativa para los lechones vaimga no

vacunados procedentes de madres vacunadas y ntadasuen cada hora.

- Expresion génica relativa para los lechones vaasad no
vacunados procedentes de madres vacunadas y noadasufrente a si

mismos en cada hora.

Los resultados se representan en cajas cuyo diaggarmonstruye a partir de los
percentiles 25%, 50% (mediana) y 75 %. La medigepgeesenta con una cruz roja 'y la
mediana es la linea central de la caja. Se haridewado valores atipicos aquellos que
quedan fuera de los segmentos de longitud de 1¢&svel rango intercuartilico
(percentil 75% - percentil 25%). Se considerarorierdncias estadisticamente
significativas para P < 0,05. Para el analisisdéstizo se utilizo el programa SPSS v.15

(SPSS Inc., EEUU).

3.8.3 Correlaciones entre los niveles de expregiénica relativa de IL4, IL5 e

IL13

La relacion entre los niveles de las distintasrieteinas se analizé mediante
una correlacion de Pearson. Se consideraron ddieeestadisticamente significativas
para P < 0,05. Para el analisis estadistico sedial programa SPSS v.15 (SPSS Inc.,

EEUU).
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4. RESULTADOS
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Resultados

4.1 PCR PERFIL DE PCV<

Todos los animaleutilizados en el estuditueron negativos en suero a PC

por PCR clasica (figura 8).

Figura 8: Electroforesis en gel mostrando los fragmentos #dicgdos

especificos de PCV2 de los controles positivos eatjus

4.2 OPTIMIZACION DE LA RETROTRANSCRIPCION Y

PCR A TIEMPO REAL

Para la IL4, IL5 e IL13 las concentracionde primers y sondadptimas que
rendian eficiencias mayores del 95% fueron de nM para losprimers y de 200 nM
para la sonda. Para la ciclofilina la concentradiptima de losprimers fue de 900 nM

y para la sonda de 200J.

Las pruebas realizadas para estudiar qué cantidad\RN incluida en I
retrotranscripcion rendia mejor eficiencia en -PCR mostraromue la inclusién de
ul produjo las mejores eficiencias para todos los empes. La eficiencia de

amplificacion se test6 empleando diluciones de@malelos plasmido construidos,
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obteniendo eficiencias de amplificacion del 95%4(le IL13), 97% (IL5) y 96%

(ciclofilina, figura 9).

Figura 9: PCR a tiempo real de diluciones decimdisplasmido que lleva

insertado el fragmento del gen de ciclofilina.

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results
|/ Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report

Delta Rn vs Cycle
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Los resultados mostraron que tras la extraccionAdRIN, existia ADNg que
interferia en la cuantificacion de la expresioniggiffigura 10), por lo que se decidio el

empleo sistematico del kit Turbo DNA Free (figudg.1
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Figura 10: Resultado de la PCR a tiempo real paradofilina en la que se
realiz6 extraccion de ARN sin posterior digesti@h ADN con el kit Turbo DNA Free.
La linea azul es una muestra a la que se le reldizétrotranscripcion completa y la

linea verde es una muestra control de retrotrgison negativa.

/ Setup ¥ Instrument ¥ Resuilts Y,
/ Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Dissociation ¥ Report
Rnvs Cycle
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2.600
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=
=
2800
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Figura 11: Resultado de la PCR a tiempo real paradofilina en la que se
realiz6 extraccion de ARN con posterior digesti@hADN con el kit Turbo DNA Free.
La linea azul es una muestra a la que se le reldizétrotranscripcion completa y la

linea roja es una muestra control de retrotransiémpnegativa.

/ Setup ¥ Instrument ¥ Results Y,

/ Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Dissociation ¥ Report
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La expresion de la ciclofilina fue siempre constagn las distintas condiciones
experimentales empleadas. Todos los controles imegatde reaccion y de

retrotranscripcion no produjeron fluorescencia ieiguna de las reacciones.
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4.3 EXPRESION GENICA RELATIVA PARA IL4, IL5 E IL13
EN ANIMALES VACUNADOS CONTRA PCV2 FRENTE A

ANIMALES NO VACUNADOS

Los datos obtenidos de expresion génica de lagtdistinterleucinas no se
ajustaron a una distribuciéon normal. En las gr&fea representa mediante la sigla “V”
al grupo de animales vacunados y revacunados faelat&V2 y mediante la sigla “C” al

grupo de animales no vacunados.

4.3.1 Expresion génica relativa para el grupo va@ado frente al grupo control

a distintos dias postvacunacion independientemeatddas horas

4.3.1.1 Expresion génica en PBMC de los grupos veados y control para IL4, IL5 e

IL13 estimuladas con antigeno de PCV2

La expresion de ARNm de IL4 fue similar en el dipaba los grupos vacunado
y control, sin embargo a partir del dia 21 huboerdificias estadisticamente
significativas entre ambos grupos, teniendo maypresion el grupo vacunado (dia 21:
-3,19 + 3,47 frente a -19,45 £ 7,47; P = 0.01 y28al1,41 + 0,73 frente a -1,37 £ 0,78;

P =0.013).

91



EXP GENICA IL4
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Resultados

Para la IL5 no hubo diferencias estadisticamempeifgiativas entre los grupos

para ninguno de los dias, observandose una magperdion de los valores de

expresion los dias 21y 28.

La expresion de ARNm de IL13 fue similar en ambospgs el dia 0 del

experimento. El dia 21 el grupo vacunado presentyom expresion de esta

interleucina, existiendo diferencias estadisticamaignificativas con el grupo control

(72,44 £ 29,20 frente a 0,73 = 0,57; P = 0.00)n\ekdia 28 ambos grupos presentaron

una leve disminucién de la expresién, no aprecigadiferencias entre ambos grupos.

PCV2 PCV2
1 1 Sr ]
: = == == | = 2| L T .
. ] < r
. 10 I e == — T 1
1 Z 4t ]
ERCI: I
o  ofF ]
1< Pr l J_ .
- 4 uw 13 F ]
VO (o4¢) V21 c21 V 28 c28 VO (610) V21 ca V28 Cc8
PCV2
o 360F s
:' . I:l Grupo vacunado (V)
260 F -
é Ij Grupo control (C)
Z 160 - -
L : ]
2 60 .
< Lo —t— = ——_ ]
W 40k - b
VO co V21 c21 V 28 C 28

92




EXP GENICA IL4

13}

Resultados

4.3.1.2 Expresién génica en PBMC de los grupos vaados y control para IL4, IL5 e

IL13 estimuladas con antigeno de EHV

Para la IL4 no se observaron diferencias en los @ia21 entre los dos grupos,

a pesar de que en el dia 21 la media del gruponadoufue mayor que la del control.

En el dia 28 el grupo vacunado presenté mayor sxprade esta interleucina que el

grupo control, existiendo diferencias estadisticamnesignificativas (4,36 + 1,03 frente

a-1,07 +0,39; P = 0,00).

Para las IL5 e IL13 no hubo diferencias de expresiinguno de los dias, a

pesar de que los dias 0 y 21 se observd que laardedexpresion de IL13 del grupo

vacunado fue mayor que la del control, no ocuriessi el dia 28.
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Resultados

4.3.1.3 Expresidn génica en PBMC de los grupos veaados y control para IL4, IL5 e

IL13 no estimuladas con ningun antigeno

En las PBMC cultivadas sin antigenos estimulangéeskservd como el grupo
vacunado expres6 mas IL4, existiendo diferenciasdégicamente significativas
respecto al grupo control para el dia 28 (4,5414 Trente a -0,47 £ 0,90; P = 0.036).
Sin embargo, no se encontraron diferencias estaatistnte significativas para IL5 e

IL13 entre ambos grupos.
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4.3.2 Expresion génica relativa para el grupo va@ado frente al grupo control

en cada hora de cada dia

4.3.2.1 Expresion génica en PBMC de los grupos veaatdos y control para IL4

estimuladas con antigeno de PCV2

En el dia 0 los niveles de expresion de IL4 fuesiomlares en los dos grupos, no
ocurriendo asi el dia 21. Apesar de que en esteuttia disminucion de la expresion en
los dos grupos, el vacunado presentd una caidarneanos niveles de expresion para
la IL4, existiendo diferencias estadisticamentenifigativas a las 2 horas (-13,02 +
9,07 frente a -45,33 + 15,44; P = 0,047), 12 h@3z&1 + 2,13 frente a -3,06 £ 1,7; P =
0,028) y 24 horas (-0,46 + 1,22 frente a -7,60422P = 0,014). En el dia 28 la caida en
la expresion observada en los dias anteriores Gaanbumento de la expresion a partir
de las 12 horas, habiendo también mayores nivelesxgresion de IL4 en el grupo
vacunado que en el control, con diferencias egtealisente significativas a las 12
horas (3,26 + 0,40 frente a 1,14 £ 0,74; P = 0,02&)horas (4,01 £ 0,93 frente a -0,68

+0,85; P = 0,036), y 48 horas (1,89 + 0,29 frent&,39 + 0,19; P = 0,025).
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Resultados

4.3.2.2 Expresion génica en PBMC de los grupos v@ados y control para IL5

estimuladas con antigeno de PCV2

Para la IL5 no hubo diferencias estadisticamergeifgiativas entre el grupo
vacunado y control para ninguna de las horas dedifessentes dias de estudio,

observandose en todas ellas disminucion de la gipree esta interleucina.
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EXP. GENICA IL13

Resultados

4.3.2.3 Expresién génica en PBMC de los grupos vaedos y control para IL13

estimuladas con antigeno de PCV2

En el dia 0 no se observaron diferencias de exprgmra la IL13 entre ambos
grupos. El dia 21 el grupo vacunado expresé maglquantrol a las 12 horas (109,08 +
55,08 frente a -0,04 + 0,02; P = 0,008) y 24 h¢8as79 + 11,51 frente a 1,71 + 1,18; P
= 0,014). El grupo vacunado tambiéen expresé ma8 lle el control en el dia 28,
existiendo diferencias estadisticamente signifieatia las 24 horas (13,55 + 4,51 frente

a-0,66 + 0,66; P = 0,036).
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Resultados

4.3.2.4 Expresion génica en PBMC de los grupos vaatos y control para IL4

estimuladas con antigeno de EHV

En los dias 0 y 21 no se observaron diferencida erpresion de IL4. En el dia
28 el grupo vacunado presentd mayor expresion de Hxistiendo diferencias
estadisticamente significativas con el control gasa24 horas (5,73 = 1,81 frente a -

0,43 + 0,80; P = 0,025).
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Resultados

4.3.2.5 Expresion génica en PBMC de los grupos ve@atos y control para IL5

estimuladas con antigeno de EHV

Para la IL5 no hubo diferencias estadisticameigi@fieativas entre el grupo

vacunado y control ninguno de los dias de estudio.
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Resultados

4.3.2.6 Expresién génica en PBMC de los grupos vaeados y control para IL13

estimuladas con antigeno de EHV

La estimulacion con EHV produjo mayor expresionaexpresion de 1L13 en

los dos grupos, aunque no hubo diferencias estadistnte significativas entre el

grupo vacunado y control para ninguno de los déasstudio.
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Resultados

4.3.2.7 Expresidn génica en PBMC de los grupos veaados y control para IL4, IL5 e

IL13 cultivadas sin estimulantes antigénicos

El grupo vacunado presentd mayor expresion de Ilak 24 horas del dia 28,

habiendo diferencias estadisticamente significatrespecto del grupo control (4,54 *

1,14 frente a -0,47 £ 0,90; P = 0,036). Para ladlL/h13 no se detectaron diferencias

entre ambos grupos, a pesar de que para la ILI8eldia del grupo vacunado fue

superior a la del control.
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Resultados

4.3.3 Expresion génica relativa para el grupo va@ado frente a si mismo y

grupo control frente a si mismo en cada hora de aatia

Los resultados de la expresion génica relativaeahgo 0 horas se muestran

mediante graficas que indican la media de cadeaogagompafada del error tipico.

4.3.3.1. Expresion génica en PBMC y células monolaaces de los nodulos linfaticos

de los grupos vacunados y control para IL4 estimi#a con antigeno de PCV2

La expresion génica de la IL4 tras la estimulaco@m PCV2 el dia O del
experimento apenas sufri6 cambios relevantes, nadstiendo diferencias
estadisticamente significativas entre las horas 24ypara ninguno de los grupos

(vacunado y control).
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En el dia 21 del experimento se observd que araelzes PBMC de la sangre, la
expresion de IL4 se redujo considerablemente, gaeal estimularlas con PCV2 la
expresion de esta interleucina se increment6 deondelas 12 horas postestimulacion
con PCV2 se produjo un pico de expresion de ARNmildetanto para el grupo
vacunado como control, a pesar que los nivelexpegion de esta interleucina fueron
mayores en el grupo vacunado. Entre las 2 y 12sheeaobservaron diferencias
estadisticamente significativas en el grupo vacorekB,02 + 9,07 frente a 3,91 + 2,13;
P = 0,032) y en el grupo control entre la hora 22y(-45,33 + 15,44 frente a -3,06

1,78; P =0,008) y las horas 2 y 24 (-45,33 + 1%5:ddte a -7,60 = 2,42; P = 0,016).
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Resultados

Aungue la expresion de IL4 se redujo considerabi¢enal separar las PBMC
de la sangre en el dia 28, la estimulacién con PGB¥&@ que la expresion de esta
interleucina se incrementara de nuevo. El grupanvado presentd mayor expresion
qgue el control, llegando a expresar cuatro veces ARINmM de IL4 que los niveles
basales a tiempo 0, con el pico de maxima expresiéda 24 h. Para el grupo vacunado
hubo diferencias estadisticamente significativaseelas horas 2 y 12 (-3,50 = 0,65
frente a 3,26 + 0,40; P = 0,009), 2 y 24 (-3,5085(rente a 4,01 + 0,93; P = 0,009), 2
y 48 (-3,50 + 0,65 frente a 1,89 £ 0,29; P = 0)0@n embargo, el grupo control
presentd su pico de expresion a las 12 horas, amokstrdiferencias estadisticamente
significativas entre las horas 2y 12 (-5,39 + Hfj28te a 1,14 + 0,74; P =0,034), 2y 24
(-5,39 + 1,23 frente a -0,68 + 0,85; P = 0,050)y 28 (-5,39 * 1,23 frente a -1,39 *

0,19; P = 0,050), y 12 y 48 (1,14 + 0,74 frentd 89 + 0,19; P = 0,034).
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En las células mononucleares de los nddulos lotdfétse observd una respuesta
mas rapida que las PBMC en la sintesis de ARNmLdetrbs la estimulaciéon con
PCV2. El pico de expresion se alcanzé a las 12shtemyando a producir en este punto
12 veces méas IL4 que en el tiempo O horas. Huberdlitias estadisticamente
significativas entre las horas 2 y 12 (3,00 + ifj@dte a 12,13 £ 4,73; P = 0,032), 2 y
24 (3,00 + 1,02 frente a 9,95 + 3,12; P = 0,042 y 48 (3,00 + 1,02 frente a 8,34 *

1,85; P = 0,028).
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4.3.3.2. Expresion génica en PBMC y células monolaaces de los nddulos linfaticos

de los grupos vacunados y control para IL5 estimida con antigeno de PCV2

Al comparar la expresion entre las horas 2 y 24sealetectaron diferencias

estadisticamente significativas para ninguno deléssgrupos en el dia 0.
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El dia 21 las PBMC del grupo vacunado y del consufrieron una fuerte
disminucién de la expresion de ARNm de IL5 cuando separadas de la sangre y
cultivadas en medio que contiene antigeno de EHWVarBbos grupos hubo un pico de
expresion a las 12 horas para posteriormente detectin descenso en la sintesis de
ARNmM de esta interleucina. En el grupo vacunadoohdiferencias estadisticamente
significativas entre las horas 2 y 12 (-7,45 + Zfgnte a 1,46 = 0,77; P = 0,016) y las
horas 12 y 24 (1,46 £ 0,77 frente a -1,18 + 0,66;®032). Para el grupo control hubo
diferencias estadisticamente significativas ertsehloras 2 y 12 (-7,90 + 1,68 frente a -

0,67 +0,88; P = 0,016).
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Resultados

En el dia 28 la expresion de IL5 en los dos grupdsé una disminuciéon a
pesar de que a las 12 horas se recuperd para engezralevo a caer, siendo mas
reducida esta caida en el grupo control. Hubo alifgias estadisticamente significativas
en el grupo vacunado entre las horas 2 y 12 (-5,089 frente a -1,52 + 0,13; P =
0,09), 2y 24 (-5,72 £ 0,39 frente a -2,84 £ 0R2G; 0,009), 2 y 48 (-5,72 + 0,39 frente a
-4,03 £ 0,58; P = 0,032), 12 y 24 (-1,52 + 0,13 feca -2,84 + 0,20; P = 0,009) y 12y
48 (-1,52 + 0,13 frente a 4,03 £ 0,58; P = 0,00ra el grupo control se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas erasehloras 12 y 24 (-2,06 + 0,20 frente a

-3,01+0,12; P = 0,034) y 24 y 48 (-3,01 * 0,1¢hfe a -2,35 + 0,05; P = 0,050).
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Resultados

A diferencia de lo observado en las PBMC, en l&slag mononucleares de los
nddulos linfaticos se produjo mayor expresion deNARde IL5 cuando fueron
estimuladas con antigeno de PCV2. El mayor puntexgeesion se produjo a las 24,
comenzando a disminuir a las 48. Hubo diferencs¢asdésticamente significativas entre
las horas 2 y 24 (0,97 + 0,51 frente a 2,42 + 0P15;0,009) y las horas 12y 24 (1,62 *

0,10 frente 2,42 + 0,15; P = 0,016).
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Resultados

4.3.3.3. Expresion génica en PBMC y células monolaaces de los nédulos linfaticos

de los grupos vacunados y control para IL13 estiaulés con antigeno de PCV2

En el dia 0 la produccion de ARNm de IL13 en lasviEBa las 2 horas de la
estimulacion con antigeno de PCV2 se mantuvo ailedes de referencia del tiempo O
en los dos grupos. A las 24 horas se incremenfirdduccion de esta interleucina,
aungue no se encontraron diferencias estadisti¢daragmificativas entre las horas para

ninguno de los dos grupos.
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Resultados

Las PBMC del grupo vacunado expresaron mayoredesivie [IL13 a las 12 y
24 horas, a pesar de que no hubo diferencias sttadiente significativas entre ambas
horas. Las PBMC del grupo control mantuvieron uxgresion cercana a la basal del
tiempo O horas, no describiéndose por tanto ditasn entre las dos horas

monitorizadas.
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Resultados

Las PBMC del grupo control mantuvieron su expresiasal a lo largo de las 48
horas que se monitorizd la expresion de IL13. Rocoatario, el grupo vacunado
remontd la caida en la expresion con la que comata® 2 horas, llegando a expresar a
las 48 horas hasta 15 veces mas IL13 de la quae tetés O horas. Para el grupo
vacunado hubo diferencias entre las horas 2 y1287 + 7,21 frente a 2,81 £ 2,01; P =
0,021), 2y 24 (-11,87 £ 7,21 frente a 13,55 + 45X 0,009), 2y 48 (-11,87 = 7,21

frente a 14,66 = 5,28; P = 0,008) y entre las #8y2,81 + 2,01 frente a 14,66 + 5,28;

P = 0,047).
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Resultados

En la primera medicion realizada en las célulasonooleares de los nddulos
linfaticos hubo una menor expresion de IL13 a ldtas para acercarse a los niveles
basales de expresion a las 12 y 24 horas. Finaémenas 48 horas experimentaron un
aumento de expresion de cinco veces la cantidachghi& a tiempo 0 horas. Hubo
diferencias estadisticamente significativas emtsehloras 2 y 12 (-4,61 + 1,37 frente a -
0,34 +1,09; P=0,032), 2y 24 (-4,61 + 1,37 fecat-1,33 + 0,69; P = 0,047), 2y 48 (-
4,61 + 1,37 frente a 5,07 + 3,12; P = 0,009) yestds 24 y 48 (-1,33 £ 0,69 frente a

5,07 £3,12; P = 0,024).
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Resultados

4.3.3.4. Expresidén génica en células mononucleadeslos nddulos linfaticos de los

grupos vacunados para IL4 estimuladas con antigelEHV

La expresion génica de IL4 en las células monoavete de los nodulos
linfaticos tras la estimulacion con antigeno de BEbi®sento un pico de expresion a las
12 horas, incrementado 11 veces sus niveles resgelctiempo 0 horas. A las 24 horas
sus niveles comenzaron a reducirse a pesar de @$e48 horas se observo un ligero
incremento de la sintesis de ARNm, existiendo e€ifelas estadisticamente

significativas entre las horas 12 y 24 (11,16 83r8nte a 1,18 = 0,54; P = 0,009).
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Resultados

4.3.3.5. Expresidén génica en células mononucleadeslos nddulos linfaticos de los

grupos vacunados para IL5 estimuladas con antigelEHV

Las células mononucleares de los nodulos linfatcastuvieron a las 2 horas el
nivel de expresion que poseian a las 0 horas. Al2akoras se observé una mayor
sintesis de ARNm, seguido en las horas 24 y 48 uymordescenso moderado. Se
encontraron diferencias estadisticamente signivi@sitentre las horas 12 y 24 (1,70 £

0,11 frente a 0,23 + 0,88; P = 0,009).
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Resultados

4.3.3.6. Expresidn génica en células mononucleadeslos nddulos linfaticos de los

grupos vacunados para IL13 estimuladas con antigeleoEHV

A las 2 horas hubo una disminucion en la expred®ia IL13 de las células
mononucleares de los nédulos linfaticos del grugmumado para finalmente recuperar a
las 48 horas los niveles de expresion basal. Noeseontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ninguna si&daas.
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Resultados

4.3.3.7. Expresion génica en células mononucleads los nodulos linfaticos del

grupo vacunado para IL4 cultivadas sin estimulantastigénicos

La expresion génica en ambas horas fue muy simrmtahabiendo diferencias

estadisticamente significativas.
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Resultados

4.3.3.8. Expresion génica en células mononucleadss los nodulos linfaticos del

grupo vacunado para IL5 cultivadas sin estimulantastigénicos

La expresion génica en ambas horas fue muy simrmtahabiendo diferencias

estadisticamente significativas.
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Resultados

4.3.3.9. Expresion génica en células mononucleads los nodulos linfaticos del

grupo vacunado para IL13 cultivadas sin estimulastantigénicos

La expresion génica en ambas horas fue muy simrmtahabiendo diferencias

estadisticamente significativas.
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Resultados

4.4 EXPRESION GENICA RELATIVA PARA IL4, IL5 E IL13
EN LECHONES VACUNADOS Y NO VACUNADOS

PROCEDENTES DE MADRES VACUNADAS Y NO VACUNADAS

En las graficas se representa como “VV” al grupolethones que fueron
vacunados y que nacieron y se encalostraron deemadcunadas, como “VN” a los
lechones que no se vacunaron y nacieron y se atreatin de madres vacunadas.
Finalmente se designa como “NN” al grupo de leckamae no fueron vacunados y

nacieron y se encalostraron de madres no vacunadas.

4.4.1 Expresion geénica relativa para los lechonexwnados y no vacunados

procedentes de madres vacunadas y no vacunadaséea kora

4.4.1.1 Expresién génica en PBMC de los distintasigps para IL4, IL5 e IL13

estimuladas con antigeno de PCV2

En el dia 14 postvacunacion el grupo VV fue el mdes IL4 expreso, existiendo
diferencias estadisticamente significativas a shdras entre los grupos VV y VN
(10,81 + 3,92 frente a 1,16 £+ 1,24; P = 0,028) 3y dpupos VV y NN (10,81 + 3,92

frente a 0,50 + 193; P

0,047). A las 24 horambién hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los gruposyWN (15,83 + 6,03 frente a 3,43 £
1,68; P = 0,028) y los grupos VV y NN (15,83 * 6fééhte a 1,64 + 2,12; P = 0,028).
Para la IL5 no se encontraron diferencias estadisgnte significativas en la expresion
de ARNm tras la estimulacién con antigeno de P@42a la IL13 el grupo VV a las 24

horas presenté mayor sintesis de ARNm que los griggiantes, habiendo diferencias
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estadisticamente significativas a las 24 horasedos grupos VV y VN (2433,04 +

2325,90 frente a 1,00 + 0,00; P

frente a 1,00 + 0,00; P = 0,016).
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Resultados

4.4.1.2 Expresién génica en PBMC de los distintasigps para IL4, IL5 e IL13

estimuladas con antigeno de EHV

Tras la estimulacion con EHV, el grupo VV alcanzayores niveles de sintesis
de ARNm de IL4, existiendo diferencias estadistieai® significativas entre los grupos
VV y VN (12,05 + 4,97 frente a 1,88 + 0,97; P 84%) y los grupos VV y NN (12,05
+ 4,97 frente a 1,32 + 0,40; P = 0,032). Pard.tarlo hubo diferencias entre los niveles
de ARNm entre los grupos. Los niveles de ARN dé& 18 fueron de nuevo mayores en
el grupo VV, habiendo diferencias estadisticamsigeificativas entre los grupos VV y
VN (1269,55 = 1211,81 frente a 1,00 £ 0,00; P =00)0y los grupos VV y NN

(1269,55 + 1211,81 frente a 1,00 + 0,00; P = 0,008)
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Resultados

4.4.1.3 Expresién génica en PBMC de los distintasigps para IL4, IL5 e IL13

cultivadas sin estimulante

Los niveles de IL4 fueron mayores en el grupo VMandos horas en que se
realizaron mediciones, existiendo diferencias ésti@dmente significativas a las 12
horas entre los grupos VV y VN (8,72 + 4,49 freate0,24 + 1,16; P = 0,047) y los
grupos VV y NN (8,72 + 4,49 frente a -0,12 + 1,P4+ 0,047), y a las 24horas entre los
grupos VV y VN (13,85 + 4,25 frente a 2,22 + 0,245 0,047) y los grupos VV y NN
(13,85 + 4,25 frente a 0,69 = 1,98; P = 0,016). hiveles de IL5 fueron similares en
todos los grupos en las dos horas de medicionruplogVV es el que mayores niveles
de IL13 expreso, presentando diferencias estaaliséinte significativas a las 12 horas
entre los grupos VV y VN (254,78 + 227,24 frentg,@0 + 0,00; P = 0,016), y a las 24
horas entre los grupos VV y VN (1457,53 + 1455&nte a 1,00 + 0,00; P = 0,009) y

los grupos VV y NN (1457,53 + 1455,67 frente a z0MOO0; P = 0,028).
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Resultados

4.4.2 Epresion génica relativa para lolechones vacunados y no vacunac

procedentes de madreascunadas y no vacunadas frentisi mismos en cada ho

4.4.2.1.Expresion génic de IL4 en PBMC de los distintos grupos estimuladas ¢

antigeno de PCV2

Las PBMC de todos los grupos estimuladas con PG¥@uperon mas IL4 a le
24 horas, pero no hubo diferencias estadisticamsgteficativas respecto a las

horas.
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Resultados

4.4.2.2. Expresion génicade IL5 en PBMC de los ilisis grupos estimuladas con

antigeno de PCV2

Las PBMC de todos los grupos estimuladas con PGv@uperon mas IL5 a las
24 horas, pero no hubo diferencias estadisticansgtficativas entre las dos horas

medidas.
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Resultados

4.4.2.3. Expresion génica de IL13 en PBMC de lostilitos grupos estimuladas con

antigeno de PCV2

Apesar de que no hubo diferencias estadisticansgdéicativas, en el grupo
VV hubo mas sintesis a las 24 que a las 12 hooags¢curriendo asi para los grupos VN

ni NN.
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Resultados

4.4.2.4. Expresion génica de IL4 en PBMC de lostiditos grupos cultivadas sin

sustancias estimulantes

No hubo diferencias estadisticamente significateatse las 12 y 24 horas para

la IL4.
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4.4.2.5. Expresion génica de IL5 en PBMC de lostiditos grupos cultivadas sin

sustancias estimulantes

No hubo diferencias estadisticamente significateatse las 12 y 24 horas para

la IL5.
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4.4.2.6. Expresion génica de IL13 en PBMC de lostilitos grupos cultivadas sin

sustancias estimulantes

No hubo diferencias estadisticamente significateatse las 12 y 24 horas para

la IL13.
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Resultados

4.5 CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE EXPRESION

GENICA DE IL4, IL5 E IL13

En el estudio que empled animales vacunados y uaados frente a PCV2 y
cerdos control, se encontraron correlaciones gnuglo de cerdos vacunados entre IL4
e IL5 cuando las PBMC se estimularon con antigen®@V2 durante 12 horas el dia
21 (R*= 0,908; P = 0,033) y en nédulos linfaticos con Eéf\fante 24 horas el dia 29
(R>=0,927; P = 0,024). Entre 1L4 e 1L13 hubo corridaes para el grupo de cerdos
vacunados y revacunados cuando las células dedthgas linfaticos se cultivaron con
antigenos de PCV2 durante 24 horas el dia 29=(R934; P = 0,020) y cuando se
cultivaron sin ninguna sustancia estimulante el2fiaen el caso de las PBMC?(R
0,930; P = 0,022) o el dia 29 las células de Iatulus linfaticos (R= -0,0982; P =

0,003).

En el segundo grupo experimental se encontraraelaciones entre IL4 e 1L13
cuando las células mononucleares de los lechomasmados procedentes de madres
vacunadas se cultivaron con antigeno de PCV2 dufzh(R = 0,987; P = 0,013) y 24
horas (R = 0,976; P = 0,024), con EHV durante 24 hora5R,957; P = 0,043) o
cuando se cultivaron sin ninguna sustancia estimelldurante 12 horas {R 0,994; P
= 0,006). Igualmente, se obtuvieron correlacioneseelL4 e IL5 para el grupo de
lechones no vacunados procedentes de madres nmadasu cuando sus células

mononucleares se estimularon con EHV durante 2d4sh@® = 0,900; P = 0,038).
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5. DISCUSION
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Discusion

Las interleucinas controlan el desarrollo y difeiaoion de los linfocitos T y B
y células hematopoyéticas. El uso de las PBMC gré$tudios sobre el sistema inmune
tiene la ventaja de que estas células son ded@iiso y se pueden obtener en cualquier
momento de la vida del animal, permitiendo adenmdizar las citocinas producidas
por multiples tipos celulares, incluyendo todos mesdiadores que intervienen en su
regulacion autocrina y paracrina (Esnaatlal, 1996). El estudio a nivel proteico de las
interleucinas entrafa el problema de que las ceiglde estas moléculas son tan bajas,
qgue las técnicas disponibles (como el ELISA) no kwrsuficiente sensibles para
detectarlas (Riojat al, 2004). A este hecho hay que sumar que la fretaem sangre
de células productoras de interleucinas es muy, bajajue dificulta ain mas su
deteccién por ELISA (Esnaudt al, 1996). La mayoria de interleucinas estan reguslad
a nivel transcripcional, mostrando una correladiacta entre los niveles de ARNm y
de proteina (Brorsoet al, 1991; Esnault 1996; Verfaillet al, 2001) al menos durante
las primeras 24 horas del cultivo. Por estos metileo PCR se presenta como una
técnica idonea para estudiar los mecanismos reguatdel sistema inmune. Algunos
autores llegan a afirmar que incluso la PCR engenmeal no es suficientemente
sensible para detectar los bajos niveles de expragie tienen la IL4 e IL5, siendo
mejor detectarlas mediante un array de oligonudest(Hamalaineret al., 2001).
También hay que considerar que la mezcla de lakgohes de célulasyT y Tho
existente en las PBMC empleadas en este estuditappd través de las interleucinas
secretadas por cada grupo, suprimir la expresidtuande interleucinas o inhibir sus
funciones, todo ello sin olvidar la posible presarse células T supresoras entre las
PBMC cultivadas (Katagiet al, 1997). A pesar de que se ha descrito previantgrge
los niveles normales de IL4, IL5 e IL13 son bajparvich et al, 2003a y 2003b; De

Grootet al, 2005), en nuestro trabajo se consiguié cuaatifia expresion de las tres
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Discusion
interleucinas estudiadas a excepcion de algunaashem las que su expresion fue
indetectable en los 40 ciclos de la PCR en tiengab. IEn trabajos posteriores seria
interesante aumentar el nimero de células cultsvzada pocillo o prolongar los ciclos
de PCR con el objetivo de intentar amplificar atseimuestras que poseen niveles
bajos de ARNm de las interleucinas buscadas. Aizamdos resultados de un estudio
sobre el sistema inmune hay que considerar queEbkervaciones obtenidas de estudios
in vitro representan una simplificacion de lo que realmenctere en la realidad mas
compleja de los tejidos o sistemas vivos. De hed®,ha demostrado que las
interleucinas establecidas comg,Tpueden ser también producidas por otras células
como las T3, monocitos, linfocitos B, baséfilos o eosinofilggsnault, 1996).
Asimismo, las respuestas inmunes suelen estar equihbrio entre las {1 y las Ty,
siendo clasificadas la mayoria de células come chpaces de producir interleucinas

propias de las respuestas ¥ Tuz (Coussenst al, 2004).

Los resultados obtenidos muestran que se produpkfiaacion en los controles
de retrotranscripcion negativa para la ciclofiliealL4. Debido a que los primers
empleados estan disefiados en la unién de dos eXaseamplificaciones detectadas
indicarian la existencia de seudogenes en el gedeh@erdo (Gibson, 1994; Hai al.,
2006). Los seudogenes estan generalmente compyssto8DN no funcional que
carece de intrones. Estos resultados indican qerapse que se desee realizar una
cuantificacion de la expresion génica de la cititadio de IL4 en la especie porcina hay
que realizar una digestion del ADNg, ya que lagmeig® de seudogenes es un elemento

a tener en cuenta para la optimizacion de la péecisn estas técnicas. Para nuestro
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conocimiento esta es la primera vez que se detsetatogenes para la ciclofilina e 1L4

en la especie porcina.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muesjua, a diferencia de lo
publicado por Reddy et al. (2000) y Raymond y Vilkk004), en la raza Large White
si que existe transcripcion de IL4. El hecho de tpge mencionados autores no
detectaran niveles de ARNm de esta interleucinariposer debido a la falta de
sensibilidad de la técnica empleada o a que exidt@nencias en la capacidad de

sintesis de interleucinas en las distintas lineagticas de una misma raza.

La cinética de expresion génica realizada a laash®y 12, 24 y 48 muestran que
la expresion maxima de IL4 e IL5 se produce erasell y 24 horas postestimulacion,
y de IL13 entre las 24 y 48 horas, independientéengel estimulante. Estos resultados
cinéticos estan en concordancia con los publicado¥/erfailleet al (2001) los cuales
describen que tras la estimulacion de PBMC porci@s Con A se produce un
aumento de la expresion de IL4 a las 2 horas, praseéo el pico de estimulacion en el
intervalo de las 8 a las 16 horas. La secuencipdeahde produccion de interleucinas
de nuestro estudio hace pensar que podria eXglin amecanismo de interaccion entre
la IL4 y la IL13 en el cerdo, siendo posible queneremento en los niveles de IL4

potenciara la sintesis de IL13.

La variabilidad en la expresién génica observadatrdede cada grupo

experimental estd en concordancia con las pubkcpdaviamente (Edfors-Liljat al,
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1991; Scamurrat al, 1996; Huanget al, 1999; Mulleret al, 2003; Suareet al,
2003; De Groott al, 2005), y podria ser debida a la diferenciaspmimorfismos en
las regiones promotoras o codificantes de los ggqunesnfluyen en la capacidad de la
produccion de interleucinas (Jensen y Christen€&1;1Kelmet al, 2001; Suéareet
al., 2003), o a que es posible que en el momenta dgttaccion no todos los animales
tuvieran en la sangre el mismo numero de linfocit@D4+ y TCD8+ circulantes
(Cheeverset al, 1997). La magnitud del cambio detectado en [mesidn relativa de
las interleucinas en estudio ha sido diferenteosrahimales vacunados y revacunados
frente a PCV2 respecto a los lechones vacunados que procedian de madres
vacunadas o no. Estas diferentes magnitudes decg@udéden ser debidas al efecto de
la revacunacion sucesiva de las cerdas, hechoaglreapestimular linfocitos especificos
que cruzarian la glandula mamaria para llegar #&#simo del neonato y pasar
finalmente a su sangre (Bandrict al, 2008). Estos linfocitos que han sido
reestimulados en cada vacunacion frente a PCVJAgodstar predispuestos a sintetizar
interleucinas como muestran nuestros resultadosstA hipotesis para explicar las
diferentes magnitudes de cambio de la expresioicgéletectadas hay que afadir la
variabilidad individual, la diferencia de edad enlivs animales, o el hecho de que los
genes de las citocinas estan sujetos a regulagiyeredtica. Se ha descrito que la
metilacién génica de los CpG en los linfocitas T Tc los hace menos accesibles a la

transcripcion (Kellyet al, 2000; Cheret al,, 2007).

Las correlaciones encontradas entre la expresida e e IL5 y la L4 e IL13
en diferentes dias y bajo distintas sustanciamaektntes, concordaria con los autores

que describen la activacién transcripcional sinmaéh de estas tres interleucinas
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(Hamalaieneret al, 2001). Ahora bien, las correlaciones que se rgre@m@n en el
presente trabajo no se repitieron todos los didsesteidio y en todos los grupos
experimentales, lo cual concuerda con lo encontpailtros autores como Esnaeit
al. (1996) que observaron como la expresion de IL4.8 no iban siempre paralelas en
sus niveles en las PBMC de pacientes humanos opraab con Dawsoat al (2005)
que obtuvieron diferentes niveles de cambio deesi@n génica relativa para las IL4,
IL5 e IL13 en cerdos infectados c@wxoplasma gondiy Ascaris suumZhanget al
(1998) describen como el factor de transcripcionT@/8 es suficiente para inducir la
sintesis de ARNm de IL5 pero no de IL4, la cualeséa mas mediadores. Por tanto, a
pesar de que las interleucinas analizadas en ouestndio estan en el mismo locus,
nuestros resultados sugieren que existen mecangen@gulacion independientes para

cada una de ellas que explicarian las diferencidgseresultados aqui obtenidos.

Las diferencias de expresion génica existenteg ehtgrupo vacunado frente a
PCV2 y el control son mayores para IL13 que parh A pesar de que las diferencias
existentes en la cantidad de ARNm de IL4 entregglopos vacunados y no vacunados
fueron pequefas, pueden ser importantes en ellestalento de la respuesta inmune.
Estudios previos muestran que a pesar de quefEemtias en los niveles basales de
transcripcion génica sean extremadamente pequegitejen indicar diferencias
funcionales importantes (Hamalainen et al., 20Btlemas, no so6lo son importantes las
pequeiias diferencias en la expresion de las iotenlas individuales, sino la expresion
conjunta de todas ellas simultaneamente y de leesin de los receptores adecuados
en las células adyacentes (Hamalaieeal, 2001), teniendo ademas en cuenta que los

efectos de las mismas interleucinas pueden vaegerdliendo de la localizacion
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anatomica (Abekt al, 2003). A pesar de que la cuantificacion de laresion génica
realizada en nuestro estudio es relativa a la eipreobtenida en el momento
inmediatamente previo al inicio de las estimulaesin vitro (0O horas), los mayores
cambios detectados en la expresion de I1L13 en B podrian concordar con
trabajos previos que han propuesto que debido laalos niveles de IL4 y a los altos de
IL13 en las PBMC del cerdo (de la Fuegteal, 2009), la IL13 podria desempefiar las
mismas funciones que la IL4 tiene en otras espéBiagmond y Wilkie 2004; 2006;
Bautistaet al, 2007). A pesar de esto hay autores como Murtaagii (2009) que
detectaron niveles muy bajos de IL13 en PBMC pexirultivadasin vitro y
estimuladas con diversos mitégenos. Los resultddddurtaughet al (2009) deben ser
interpretados con cuidado porque su criterio parmar que la IL13 se expresaba a un
nivel bajo era exclusivamente la intensidad deblasdas de los productos de PCR
clasica. Esta controversia hace necesario llevesab@ mas estudios para comprender
gue mecanismos moleculares estdn operando paraicprodstas diferencias de

expresion detectadas de las interleucinas porcinas.

En la parte del primer estudio en que se midi&[aesion de las interleucinas
Ty2 en animales vacunados y revacunados frente a RGMparados con animales no
vacunados se observé que en el dia 0 no existiarencias en la expresion entre los
dos grupos de animales para ninguna de las intémesiestudiadas tras la estimulacion
con diversas sustancias estimulantes. Esto indiqaié previamente a la vacunacion no
existian células defensivas de memoria con receptespecificos de los antigenos
empleados en la vacunalos 21 y 28 dias de recibir la primera vacunacias PBMC

de los animales vacunados estimuladas con PCV2saqmn mas IL13 que las PBMC
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de los animales no vacunados, lo que sefalarigeseipcia de linfocitos especificos de
antigeno o linfocitos de memoria que produjeron @spuesta J, mayor comparada
con la del grupo control. La sintesis de IL4 coraspuesta inespecifica de linfocitos
Th2 observada en el grupo de cerdos vacunado y readoumas el cultivo en RPMI
completo suplementado con antigeno de PCV2, EHhguna sustancia estimulante,
nos indicaria que estas células estan transcribieledmanera inespecifica este gen.
Estudios previos que monitorizaban PBMC cultivadas diferentes sustancias ya
hallaron que las células sin adicion de ningunaasgs@ estimulante eran capaces de
sintetizar ARNm de distintas interleucinas (IFNTNF-o, IL6, IL4, IL12, IL8, IL10,
IL1a, IL1B), pudiendo en algunos llegar a producir la misargidad o incluso mas que
aquellas PBMC cultivadas con Con A, fimbrias F4 AP(Covert y Splitter, 1995;

Benvenisteet al, 1996; Dozoi%t al, 1997; Verfaillieet al, 2001).

En las células mononucleares obtenidas de los o®dunfaticos de animales
vacunados y revacunados frente a PCV2 los nivedesxgdresion génica de IL4 tras la
estimulacion con PCV2 y EHV se incrementaron ha&tg 11 veces, respectivamente,
al compararlos con los niveles existentes a tiethporas Sin embargo, estas células
s6lo incrementaron 4 veces la sintesis de IL4 #ivadas sin ninguna sustancia
estimulante. Para la IL5 los niveles de expresi@rdn similares independientemente
de las condiciones estimulantes del cultivo (caiganos de PCV2, EHV o cultivo sin
ninguna sustancia estimulante). A diferencia delLi e IL5, los cambios en la
produccion de IL13 en nodulos linfaticos fueron ezsficos en respuesta a la
estimulacion de PCV2. Entre las células mononuetede los nédulos linfaticos y de la

sangre no so6lo se observaron diferencias en symues®ms ante los antigenos
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empleados, sino también en la magnitud del caméiecthdo para cada interleucina.
Asi, en las células mononucleares de la sangreahigen mayores cambios en la
transcripcion de IL13 que en las células mononueteae los nodulos linfaticos,
ocurriendo lo contrario para IL4. La IL5 mostro elies bajos de cambio de la expresion
génica tanto en las las PBMC como en las célulasomeleares de la sangre, lo que
indicaria que no es una interleucina importanteleserdo. Las diferencias observadas
en la respuesta de sintesis de interleucinas e@llalas mononucleares obtenidas de los
nddulos linfaticos y de la sangre podrian ser debid dos causas, en primer lugar
habria que considerar que fueran dos poblacionksas diferentes, tal y como
plantean Coussere al (2004). La segunda explicaciéon seria que diciHasedcias de
expresion fueran debidas a las influencias de mimbdentes tisulares diferentes en los
gue se encuentran los linfocitos de la sangrelggiaddulos linfaticos. Estas inluencias
ejercidas por cada microambiente serian llevadeagba mediante distintas hormonas
esteroideas actuando de forma paracrina (Daghak, 1990; Dudda y Martin, 2004).
Estas diferencias en las respuestas de las PBM&ES gdlulas mononucleares de los
nédulos linfaticos muestran que los resultados rmtdds al analizar las células
sanguineas no reflejan la respuesta completa gehismo cuando este se enfrenta a un
determinado antigeno. Por tanto, si se pretendemorder de una manera objetiva la
respuesta inmune de un organismo es necesario lnoestudiar las PBMC, sino

también algan organo linfoide.

En el estudio en que se emplearon lechones vacsiyado vacunados frente a
PCV2 procedentes de madres vacunadas o no vacufradts a PCV2, se observo

como los lechones que recibieron la vacuna y quer y se encalostraron de madres
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vacunadas presentan mayores niveles de IL4 e I8 Igs lechones que no se
vacunaron y se encalostraron de madres vacunadpge ylos lechones que no se
vacunaron y se encalostraron de madres no vacuriastasmayor producciéon de IL4 e
IL13 se produjo cuando se cultivaron las PBMC es@ncia de PCV2, EHV o ninguna
sustancia estimulante, lo que indica que la exgnede estos genes no es especifica de
la estimulacion con PCV2. Existen tres posiblessaaupara explicar el origen del
aumento en la sintesis inespecifica de interlescerael grupo que fue vacunado y
revacunado y los lechones que se vacunaron y sdostraron de madres vacunadas.
La primera explicacién a considerar seria la ptddd de que la sintesis inespecifica
de interleucinas se produjera como consecuende aghesion de las células a la placa
de cultivo o en respuesta a los componentes deb,sted y como sugieren Covert y
Splitter (1995). Esta hipétesis no llega a explicarestros resultados, pues la
transcripcion inespecifica sélo se observa en BBI® de los animales vacunados
frente a PCV2 y no en los no vacunados. La segymdibilidad seria que en el
momento en que se tomo6 la muestra de sangre toéaidderan APC circulantes
cargadas con antigenos vacunales de PCV2 y quérmor en las PBMC cultivadas en
ausencia de sustancias estimulantes se estuviedlagiendo la presentacion activa de
antigenos de PCV2 y como consecuencia, la activatgdos linfocitos 1 especificos
(Van den Bosclet al, 2005). La tercera explicacién implicaria el desép de un
mecanismo de parainmunidad tras la vacunacion. ggstnmunidad podria generarse
bien a partir del adyuvante empleado en la vacunaroa partir de las secuencias CpG
no metiladas presentes en el genoma de PCV2. bBiésestudios han demostrado la
capacidad de estos CpG para potenciar la activildgadélulas NK, W1 y células B
(Ballas et al, 1996; Stacewt al, 1996; Van der Stedet al, 2002), protegiendo al

organismo frente a tumores, infecciones por major, retrovirus, hepatitis B,
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herpesvirus y tuberculosis (Huygehal, 1996; Weineet al, 1997; Davist al, 1998;
Zimmermannet al, 1998; Olbrichet al, 2002; Pylest al, 2002), aumentando las
repuestas a la vacunacion con antigenos como awualh,P. multociday virus de la
enfermedad de Aujeszky y estimulando la sintesisRRmM de TNFe, IFN-y, IL6 e
IL2 (Klinmanet al, 1996; Van der Steds al, 2002; Zhangt al, 2007; Linghuaet al,

2008).

Una observacion a tener en cuenta es que paraeqpeoduzca esta sintesis
inespecifica de interleucinas en las PBMC de lasales empleados en nuestro estudio
haria falta una estimulacion en doble etapa decéhdas. Observando los datos de
expresion génica se comprueba como el dia 21 geépestudio (cuando los animales
s6lo habian recibido una dosis de vacuna frent€\&2lP sélo se producen diferencias
de expresion geénica para la estimulacion con PGuW2embargo, el dia 28, tras recibir
la revacunacion frente a PCV2, existen diferendeexpresion para las interleucinas
cuando son cultivadas en presencia de PCV2, EHVhguna sustancia estimulante.
Las células obtenidas de lechones vacunados priesdde madres vacunadas son
también células que han recibido una doble esteiria en primer lugar cuando se
encontraban circulando en la madre de la cual sal@straron los lechones, y en
segundo lugar después de pasar a través del calostuzar el intestino del neonato
fueron estimuladas en el propio lechdén cuando resibid la vacuna frente a PCV2.
Sea cual fuere el mecanismo que potencie la sSndesinterleucinasf en las células
de los animales vacunados frente a PCV2, la vaa@umgaevacunacion de los cerdos o
la vacunacion de los lechones encalostrados de emadacunadas estimularia la

produccion de mediadores de la ramga del sistema inmune. Esta sintesis potenciada
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de interleucinas J, podria estimular a las células B a proliferar yewdihciarse,
produciendo diferentes clases de anticuerpos, yanhlo IgE y algunas clases de IgG
(Croft y Swain, 1991; Lohofet al, 1992; McKenzieet al, 1993b; Punnonegt al
1993; Albertset al, 2002) contribuyendo a superar infecciones srélaneway et al.,
2001; Nathanson et al.,, 2007). Por tanto, a laavi# nuestros resultados, parece
recomendable desde un punto de vista protectividefra PCV2 de los cerdos en las
explotaciones comerciales, la aplicacion de unars#aydosis de vacuna a los animales
vacunados o la vacunacion de lechones nacidos deemga vacunadas. La vacunacion
frente a PCV2 disminuye la infeccion por este vireguciendo la modulacion virica de
las células dendriticas de los cerdos, lo que iy a un mejor establecimiento de la
respuesta inmune de los animales (Ovesen y Kunstn22®8). Los datos de nuestro
estudio sobre la capacidad de sintesis de inténi@sicde los animales vacunados
aportan nuevos datos para explicar porque la vacaam&ente a PCV2 produce efectos
beneficiosos no solo en el control de las EACVY@i@t al, 2008), sino también frente
a otros patdégenos como virus PRRBlycoplasma hyorhinjgMetteet al, 2008) o en
la mejora de la ganacia media diaria de los cedéosmadres vacunadas (Deliskeal.,

2008).

Las diferencias encontradas en la capacidad dessrde interleucinas por parte
de las células mononucleares de animales vacurfeeltte a PCV2 generan nueva
informacion para comprender mejor el mecanismo ocutde por el que esta vacuna
protege a los animales. La importancia de los daldvsnidos en este estudio radican en
que todos los avances que se realicen en la cosifnede la sintesis de interleucinas

como parte de la respuesta inmune tras la vacuma@yudaran a un mejor
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entendimiento de los mecanismos de patogenicidade yla inmunidad, llevando

finalmente al desarrollo de vacunas mas eficaces.
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Conclusiones

En el genoma de la especie porcina existen seudsgknciclofilina e 1L4 que

interfieren en la cuantificacion de la expresionigeé de sus ARNm.

En el ganado porcino la IL4 y la IL13 expresan niagambio en sus niveles de

expresion génica que la IL5.

El pico de expresion de ARNm de IL4 e IL5 en latules mononucleares
porcinas se produce entre las 12 y 24 horas pwstéation, y de ARNm de

IL13 entre las 24 y 48 horas.

Apesar de que la transcripcion de IL4, IL5 e ILIBl&s células mononucleares
porcinas esta correlacionada en determinadas oessialeben existir otros

mecanismos de regulacion independientes para caddeuellas.

Las PBMC de los cerdos vacunados y revacunadosefi@rPCV2 expresan
mayores niveles de IL4 que las PBMC de los animabegacunados cuando son
cultivadas con péptidos del ORF2 de PCV2, con géptde EHV 0 en ausencia

de sustancias potencialmente estimulantes.

Las PBMC de los cerdos vacunados y revacunadosefi@rPCV2 expresan
mayores niveles de IL13 que las PBMC de los anisnate vacunados cuando

son reestimuladas con péptidos antigénicos del QRA2CV2.

En las PBMC porcinas se producen mayores cambistegtonulacion en la
transcripcion de IL13 que en las células de moneaves de los nodulos

linfaticos, dandose el fenbmeno opuesto para leellsb.
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Conclusiones

Las PBMC de los lechones vacunados que nacieroe gnsalostraron de
madres vacunadas presentan mayores niveles dellll8 gjue los lechones que
no se vacunaron y se encalostraron de madres \dasigajue los lechones que
no se vacunaron y se encalostraron de madres nma@a&s, cuando son
cultivadas con antigeno de PCV2, EHV o0 en auserdsa sustancias

potencialmente estimulantes.

La vacunacion y revacunacion de cerdos frente aZPCM vacunacion frente a
PCV2 de lechones nacidos y encalostrados de ceatamadas frente a PCV2
potenciaria la sintesis de interleucinag, To que contribuiria al establecimiento

de la respuesta inmune y a la mejora del estadt@sarde las explotaciones.
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Resumen

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) genera en ehgdo porcino diversas
enfermedades que se conocen con el nombre de edf@ies asociadas a PCV2
(EACP). Dentro de estas EACP encontramos la indecsistémica (donde se incluyen
los casos diagnosticados en el pasado como PMVW8jnanias asociadas a PCV2,
enteritis asociadas a PCV2, PDNS asociado a PCY&lo/ reproductivo asociado a
PCV2. La infeccién sistémica provoca graves cormggas sanitarias que llevan a

pérdidas econdmicas importantes en las explotasipokeinas.

En nuestro estudio hemos valorado la expresiorcgéte las interleucinas (IL)
de respuesta b (IL4, IL5 e IL13) en animales vacunados y no vamos frente a
PCV2, para comprender mejor las respuestas inmgical T, desarrolladas tras la
vacunacion, asi como estudiar la variabilidad imdial en la respuesta inmune;T
generada. Para ello, se realizaron dos estudiosl, gmmero de ellos se emplearon 10
cerdos de 10 semanas de edad vacunados y revasunaadte a PCV2 de los que se
obtuvieron células mononucleares periféricas deateyre (PBMC) los dias 0, 21 y 28
tras la primera vacunacion y de los nodulos linG&i el dia 29 tras la primera
vacunacion. En el segundo estudio se emplearon P&\II5 lechones de 4 semanas de
edad distribuidos en tres grupos: lechones vaasadcidos de madres vacunadas,
lechones no vacunados nacidos de madres vacunadashgnes no vacunados
procedentes de madres no vacunadas. Las célulasnomeares de los animales de
ambos estudios se cultivaron en presencia de pépaidtigénicos del ORF2 de PCV2,
péptidos del gen temprano inmediato del Herpessvigquino (EHV) y en presencia
s6lo de medio de cultivo como control negativo.r&aiz6 una cinética de expresion

extrayendo el ARN a diferentes puntos de tiempo2,012, 24 y 48 horas tras la
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estimulaciébn con los antigenos. La expresion gérfiwa calculada mediante
cuantificacion relativa empleando PCR a tiempo ceal el método 2°“' y utilizando

como gen endogeno la ciclofilina.

Nuestros resultados mostraron que en el genoma dsplecie porcina existen
seudogenes de ciclofilina e IL4 que podrian interfen la cuantificacion de su
expresion a nivel del ARNm. Se observo que la IL4ayL13 presentan mayores
niveles de cambio de expresion génica que la Iébiehdo su pico de expresion de
ARNmM entre las 12 y 24 horas postestimulacion fesdl4 e IL5 y entre las 24 y 48
horas para la IL13. En las PBMC porcinas se datattmayores niveles de cambios
postestimulacion en la transcripcion de IL13 qudasrcélulas de mononucleares de los
nodulos linfaticos, dandose el fendmeno contraacapda IL4 e IL5. Los datos de
expresion génica mostraron que a pesar de queasipoes las células mononucleares
porcinas tengan correlaciones significativas errdascripcion de IL4, IL5 e IL13,
deben existir otros mecanismos que regulen indepetetnente la transcripcion de
cada una de ellas. Respecto a los efectos de lanaeién, nuestros resultados
mostraron que las PBMC de los cerdos vacunadosvgcueados frente a PCV2
expresaron mayores niveles de IL4 que las PBMCodeahimales no vacunados en
todas las condiciones de cultivo ensayadas. Asimisias PBMC de los cerdos
vacunados y revacunados frente a PCV2 expresargoresaniveles de IL13 que las
PBMC de los animales no vacunados cuando fuerostimadadas con péptidos

antigénicos del ORF2 de PCV2.
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Las PBMC de los lechones vacunados nacidos de madoeinadas presentaron
mayores niveles de IL4 e IL13 que el resto de Iaebale los otros dos grupos en todas

las situaciones de cultivo probadas.

Podemos concluir tras este estudio que la vacumacrévacunacion de cerdos
frente a PCV2 y la vacunacion frente a PCV2 dedeek nacidos y encalostrados de
cerdas vacunadas frente a PCV2 potenciaria lasg@nde interleucinas y, que al
contribuir en el establecimiento de la respuestauime, favoreceria el estado sanitario

de los animales.
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Summary

8.1 INTRODUCTION

Postweaning Multisystemic Wasting Syndrom causegddigine circovirus type
2 (PCV2) produces in pigs serious sanitary and @oonconsequences. At present, this
virus infects endemically worldwide farms. This h&ken as a consequence the
increase of the levels of mortality in 3-4 % abdke previous situation. The losses
generated by the infection of PCV2 in Europe areutated between 562 and 900
million € every year. This situation made necesghey development of strategies to
fight against the virus as for example vaccinesctwiiave showed their aptitude to
reduce the productive losses associated with fieetion of PCV2. Several studies have
demonstrated that these vaccines increase the dévahtibodies in the animals and
reduce the severity of the injuries associated@¥ X, as well as the number of virus
excreted, which finally leads to a decrease in mhertality and the expense in
medicines, and to an increase in the average profdailable commercial vaccines are
authorized for the application in sows or in pigléPoor development of the immune
system of the piglets, along with the vaccinatibnhe newborn can favor the systemic
infection for PCV2. This fact has done that thecuaation of the sows is used widely
(Pravieuxet al, 2007). The immune response can be classified adunctional point
of view in cellular or T,; and humoral or 2. The Ty, response is regulated by the
interleukins (IL) IL4, IL5, IL10 and IL13. The retative mechanisms of the immune
response of the pig seem to be very similar taritkehanisms described in other species
more studied such as mouse or human (Raymond aildeW2004; Nguyeret al,
2007; De la Fuentet al, 2009). Contrary to this affirmation, Murtaughal. (2009) do
not describe the same functions for IL4 in pig thanhuman or mouse. This
controversy makes that some authors propose thawime, IL13 develops the same

functions than IL4 in other species (Bautistal, 2007). The sensibility of the ELISA
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technigue is sometimes not sufficient to detect keels of interleukins in the
supernatants of biological samples (Riefaal, 2004). Quantitative PCR (Q-PCR) is a
very specific, sensitive and profitable technoldgyquantify the gene expression of
MRNA (Bustin 2002; Riojat al, 2004; De Boeveet al, 2008). The levels of mMRNA
and protein are correlated when they are measturdnd dame time and during the first

24 hours of culture (Verfaillet al., 2001).

The aims of the present study were:

1- To evaluate the b immune response of the PCV2-vaccinated and re-
vaccinated pigs when their peripheral blood montearccells (PBMC) are
stimulated with antigenic peptides of the open igadrame 2 (ORF2) of

PCV2.

2- To study the effect of the PCV2-vaccination oflgig born from PCV2-
vaccinated sows on the response of their PBMC #ferstimulation with

peptides of the ORF2 of PCV2.

3- To increase the knowledge on the kinetic and tyye tof important
interleukins in the i, response of the pig, verifying if some type of

correlation exists between them.
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8.2 MATERIALS AND METHODS

8.2.1 Experimental design: animals and vaccine prools

8.2.1.1 PCV2- vaccinated and unvaccinated pigs

Ten SPF 10 weeks old Large White pigs were dividgwvo groups: vaccinated
(n=5) and control (unvaccinated, n=5). Animalshe first group were vaccinated the
day 0 of the experiment with Circovac ® (Merial,akce). These animals were
revaccinated the day 21 of the experiment. Twodygfesamples were obtained: blood
and retropharyngeal lymph nodes. Whole blood wasaindd by venipuncture of the
jugular vein in sodium heparin tubes the days Oad 28 of the experiment. The day
29 of the experiment the vaccinated animals werthagized by an intravenous
injection of pentobarbital, complete necropsiesemygerformed and lymph nodes were

obtained.

8.2.1.2 PCV2-vaccinated and unvaccinated pigletsnbfsom PCV2- vaccinated and

unvaccinated sows

Three groups of one month old Large White pigs wesed. Each group was
constituted by 5 piglets from different sows to iavditter effect. The vaccination
protocol for sows was the recommended by the matwrir: two doses to gilts and one
dose to sows two weeks before the farrow. Pigleisewaccinated at two weeks of age.
Whole blood was obtained from 4 week old pigletsvbgipuncture of the jugular vein

in sodium heparin tubes. The groups were formeddisated in table 1.

161



Summary

Table 1. Group vaccination features of the sectundlys

N° of Vaccinated Vaccinated Piglets age Piglets age

piglets sow piglets at at blood

vaccination  sampling

Group 1 5 Yes Yes 2 weeks old 4 weeks qld
Group 2 5 Yes No No 4 weeks old
Group 3 5 No No No 4 weeks old

8.2.2 Isolation of mononuclear cells and culture ditions

PBMC were isolated by density gradient centrifugratby using ficoll (Pancoll
density 1.077 g/ml; Panbiotech Gmbh; Germany). iSbkated cells were washed three
times with PBS. Cells were counted on a Neubauamtier and finally were cultured
in complete RPMI (RPMI 1640, 50 U/ml penicillin, ig@ml streptomycin, 0.0198-
mercaptoethanol and 10% fetal calf serum) at 37 Gumidified atmosphere (5%

C0O2). Two and a half million cells were cultured pell in a total volume of 1 ml.

To obtain the mononuclear cells from the retrophgeal lymph nodes, these
were cut and fat was removed. They were introduicedterile plastic bags and
homogenized in a Stomacker (Lab-Blender, Italy)wio consecutive sessions using 7
ml of sterile PBS. Cells were transferred to 15 tabbes and centrifugated at 4009

during 10 min at 20°C. Cells were counted on a IMaab chamber and cultured in
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complete RPMI. Two and a half million cells werdtated per well in a total volume of

1 ml.

Cells from each animal were cultured under thréferdint conditions:

4- Stimulation with PCV2 ORF2 antigenic peptides atfigal

concentration of ig/ml.

5- Stimulation with peptides of the gen immediate ye4lE) from

the Equine Herpes Virus (EHV) at a final concembrabf 1 ug/ml.

6- Non activation condition: the culture media was posed

exclusively by complete RPMI.

8.2.3 RNA extraction and cDNA synthesis

Cells were collected at 0 h (this sample was thibredor for gene expression),
2, 12, 24 and 48 h after stimulation. Harvestetsagére washed in PBS and the RNA
extraction was performed using the RNeasy Mini KHAGEN, United States). The
extracted RNA was resuspended in @Oof ultrapure water. The total RNA was
quantified using the Qubit Quantitation Platfornmvitrogen, UK). As the negative
control for retrotranscription included in the QR Ghowed amplification for IL4 and

cyclophilin, all RNA samples were treated with TorbDNA Free (AMBION, United
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States). Total RNA was converted into cDNA usinge tlQuantitect Reverse

Transcription kit (QIAGEN, Germany).

8.2.4 Oligonucleotide primers

The oligonucleotide primers and probes used fod#tection of IL4, IL5, IL13
and cyclophilin by Q-PCR were derived from publdhgequences (Dawsaat al,
2005; Flores-Mendoza&t al, 2008) and they are shown in table 2. Primersewer
designed in the exon-exon junction to avoid genddA amplification. All the probes
were labeled with 6-carboxyfluorescein (FAM). Alhet oligonucleotides were
synthesized commercially (TIB-MOLBIOL, Germany). lorder to optimize PCR

efficiency, different concentrations of primers grdbe were tested.

Table 2. Primers and probes used in this experiment

Primer 1 | Primer 2 Probe Product Accesion #

”_ 4 GCCGGGCCT | TCCGCTCAGGA | CTTCGGCACATCTA 68 (from 232 to 300) NM 214123
CGACTGT GGCTCTTC CAGACACCACACG N

IL 5 GACTGGTGG | CTTCAATGCAT | CTGCTCTCCATTCA 114 (from 83 to 197) NM 214205
CAGAGACCT | AGTTGGTGATT | TCGAACTCTGCTGA -
TGAC TGT T

IL 13 CTGACCACC | GCTGCAGTCGG | TGCCGCCCTGGAAT 63 (from 224 to 287) NM 213803

AGCATGCAG | AGATGTTGA CCCTCA

TACT

Cyclophllln GCCATGGAG | TTATTAGATTT TGATCTTCTTGCTG 78 (from 425 to 503) NM_214353

CGCTTTGG GTCCACAGTCA | GTCTTGCCATTCCT

GCAAT
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8.2.5 Real-time Q-PCR

Real time Q-PCR reactions were performed with anfag gene expression
master mix (Applied Biosystems, United States) mmg an ABI Prism® 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystebisited Statesin the first study
(PCV2-vaccinated and unvaccinated pigs) and a Lightcy8€r (Roche Switzerland)
in the second one (PCMa&ccinated and unvaccinated piglets born from PCV2-
vaccinated and unvaccinated sowld)e amplification conditions were as follows: 50° C
for 2 min, 95° C for 10 min, and 40 cycles of 95%a€ 15 sec and 60° C for 1 min.
Fluorescence signals were measured at the end obf e@gcle. All reactions were

242Ct method as

performed in duplicate, and results were analyzgdubing the
previously reported (Livalet al, 2001; Coussenst al, 2004; Shirkeyet al, 2006;
Karcheret al, 2008; Dawsoret al, 2009). To study the effect of stimulation of PZV
and EHV antigens on interleukin expression in pwgcimononuclear cells, the
cyclophilin gene was employed as endogenous cogerod (for calculation okCt) and
samples at time O h for each animal as calibrdtwrc@lculation ofAACt). Cyclophilin
was chosen because it was previously used as herpmal gene in the pig (Dozas
al., 1997; Fournouet al, 2000; Verfailleet al, 2001; Darwichet al, 2003; Pieet al,
2004; Girardet al, 2005; Meert®t al, 2005; Sipo%t al, 2005; Verfailleet al, 2005)

and in other species (H# al, 2008; Maroret al, 2008).

8.2.6 PCV2 classic PCR

All the experimental animals were tested for PC\2 dlassic PCR. DNA
extraction was performed from blood using the HRtwre Viral Nucleic Acid Kit

(Roche Applied Science, Germany) following the rinstions of the manufacturer. The

s
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PCR protocol was the referred by Haretsal (2001). PCR products were analyzed

with 1.2 % agarose gel electrophoresis.

8.2.7 Statistical study

To study if the IL4, IL5 and IL13 gene expressi@vdls followed a normal
distribution, a Kolmogorov-Smirnov's test was uskd.study the possible effect of the
stimulation with PCV2 in the interleukin productiodd of Mann-Whitney non

parametric tests were used, grouping the informatfollows:

8.2.7.1 Relative gene expression for IL4, IL5 and1B in PCV2-vaccinated and

unvaccinated pigs

- Relative gene expression for the vaccinated drgnoaup versus control

group for different postvaccination days indepertigesf the hours.

- Relative gene expression for the vaccinated drgnoaup versus control

group at every hour of every day.

- Relative gene expression for each group compadiffgrent times

poststimulation.
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8.2.7.2 Relative gene expression for IL4, IL5 and1B in PCV2-vaccinated and

unvaccinated piglets born from PCV2-vaccinated amavaccinated sows

- Relative gene expression for vaccinated and wivated piglets born

from vaccinated and unvaccinated sows at every.hour

- Relative gene expression for each group compadiffgrent times

poststimulation.

The results were represented in boxes construobed the percentiles 25 % to
75%. Atypical values have been considered to bsethioat stay out of the segments of
length of 1.5 times the interquartilic range (petde 75 % - percentile 25 %). The
possible correlation between the interleukin leweds analyzed by means of Pearson's
correlation. Statistically significant differencegere considered for P < 0.05. The

program SPSS v.15 (SPSS Inc., the USA) was usestdbstical analysis.

8.3 RESULTS AND DISCUSSION

The obtained results showed amplification for tlgelaphilin and 1L4 negative
controls of retrotranscription. As the used primare designed in the exon-exon
junction, these amplifications indicate the existeof seudogenes in the pig genome.
The presence of seudogenes is described in thatlite as an element to consider for
the optimization of the precision in the quantifioa of gene expression (Gibson 1994;
Ho et al, 2006). These seudogenes are generally compgsect lfunctional DNA that

lacks introns.
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In the first part of the study in which we studi€g, interleukin expression in
PCV2-vaccinated and re-vaccinated animals, noréifige for interleukin synthesis at
day 0 for PBMC in both groups was observed. Thisildrandicate that before the
vaccination did not exist specific lymphocytes agaithe vaccine antigens. At days 21
and 28 after vaccination, a greater response ifLtheynthesis in the vaccinated group
whatever the stimulant (PCV2, EHV or no stimulambstance) was detected, this may
indicate that unspecific transcription of the ILdng is taking place. Previous studies
that monitored PBMCs cultured with different substs found that the cells cultured
with no stimulant substance were capable of symimgs mMRNA of different
interleukins (IFNy, TNF-u, IL6, IL4, IL12, IL8, IL10, IL1a, IL1B), producing the same
guantity or even more than those PBMC cultured wahcanavalin A, F4 fimbriae or
phitohemaglutinin (Covert y Splitter 1995; Benveaist al, 1996; Dozoist al, 1997;

Verfalllie et al,, 2001).

The levels of gene expression of IL4 after the station with PCV2 and EHV
increased up to 12 and 11- folds, respectivelghémononuclear cells of lymph nodes
coming from vaccinated animals. Unlike PBMC, mondaar cells of lymph nodes
coming from vaccinated animals only increased dddhe synthesis of IL4 when they
were cultured with no stimulant substance. Forlilfethe levels of expression were
similar regardless of the stimulant conditions i@aris of PCV2, EHV or no stimulant
substances). Unlike the IL4 and IL5, the changeakenlL13 production in lymph nodes
were specific in response to the stimulation of RCZomparing the response of the
mononuclear cells coming from the lymph nodes ertlood, differences were not only

observed in their answers depending on the usegeast but also in the magnitude of
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the change for interleukin synthesis. In PBMC maghranges are observed for
transcription of IL13 compared to mononuclear ceflthe lymph nodes, but for L4 and
IL5 the major changes in gene expression are detect the mononuclear cells of
lymph nodes. The differences observed in the sgmhef interleukins in the
mononuclear cells obtained from lymph nodules omfrblood could be due to the
different microtisular environments where the celte (Dayne®t al, 1990; Dudda y
Martin, 2004). A second explanation could be tHatytare two cellular different

populations, as proposed previously by Cousseas (2004).

In the second study, it was observed that the P@At2inated piglets born from
PCV2-vaccinated sows presented higher levels of dbdl IL13 than unvaccinated
piglets born from PCV2-vaccinated or unvaccinatedss This enhanced I1L4 and IL13
secretion was observed when the PBMC were cultarpdesence of PCV2, EHV or no
stimulant substance. These results may indicatehibaexpression of these genes is not

specific of the stimulation with PCV2.

Three possible reasons exist to explain the originthe increase in the
unspecific synthesis of interleukins detected m BCV2-vaccinated and re-vaccinated
pigs and the PCV2-vaccinated piglets born from P@%&cinated sows. The first
explanation to consider is that the unspecificriete&kin synthesis could be caused by
the adhesion of the cells to the plate surfacergesponse to some components of the
culture media, as Covert and Splitter (1995) suigge S his hypothesis does not explain
our results, since the unspecific transcriptioromdy observed in the PBMC of the

PCV2-vaccinated animals. The second possibilityurags that the obtained blood
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samples had circulating antigen presenting cebsléd with vaccine antigens, taking
place an active presentation of antigen to spebjifigphocytes (Van den Bosdct al,
2005). The third possible explanation may involke tlevelopment of a mechanism of
paraimmunity after the vaccination. This parainnymould be generated because of
the adjuvant employed in the vaccine or from théosipe guanine dinucleotide
sequences (CpG) present in the PCV2 genome. Mhtfstadies have demonstrated the
ability of these CpG to promote the activity of NKy; and B cells (Ballast al, 1996;
Staceyet al, 1996; Van der Steds al, 2002), protecting the organism against tumors,
Leishmania majarretrovirus, hepatitis B virus, herpesvirus anbeneulosis infections
(Huygenet al, 1996; Weineket al, 1997; Zimmermanet al, 1998; Davist al, 1998;
Olbrich et al, 2002; Pyleset al, 2002), enhancing the immune response against
ovoalbumin antigerRasteurella multocidaand Aujeszky disease virus, and stimulating
MRNA synthesis of TNFe, IFN-y, IL6 and IL2 (Klinmanet al, 1996; Van der Stedst

al., 2002; Zhanget al, 2007; Linghueet al, 2008). Anyhow, the higher synthesis of
T2 interleukins detected in the cells from the PC\&2ainated animals might suppose
an immunological advantage compared to the unvatmihanimals. This enhanced
synthesis of 1 interleukins could stimulate B cells to prolifexaand differentiate,
producing most classes of antibodies, including i some subclasses of IgG
antibodies (Croft y Swain, 1991; Lohdf al, 1992; McKenzieet al, 1993b; Punnonen
et al 1993; Albertset al, 2002) contributing to overcome viral infectiof@anewayet

al., 2001; Nathansoat al, 2007). Our results support the PCV2-revaccimatib pigs

or the PCV2-vaccination of piglets born from PCV&teinated sows in order to boost

the immune response of pigs.
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It is important to consider that this non-speciynthesis of interleukins by
PBMC only was produced after double stage stimuhaitin the animals. Data from the
blood obtained the day 21 of the first study (wlle@ animals only had received one
dose of the PCV2-vaccine) showed that there wele differences of gene expression
for the stimulation with PCV2. Nevertheless, on tlag 28, after receiving the PCV2-
revaccination, differences of interleukin expressiwere detected when cells were
cultivated in presence of PCV2, EHV and no stimukubstance. PBMC from PCV2-
vaccinated piglets born from vaccinated sows wése double stage stimulated cells.
The cells were firstly stimulated when they wergwating in the sows blood. After
farrowing, these specific cells were transferresbiigh the colostrums to the piglets,
crossing the intestine and accumulating in lymphmsues. The second stimulation of

these cells took place when the piglets were vatethagainst PCV2.

The magnitude of the change detected in the relagxpression of the
interleukins was different in the animals of thestfistudy (PCV2-vaccinated pigs) and
the second one (PCV2-vaccinated piglets born fr@W2Rvaccinated sows). In the first
study the higher difference detected between PCM&Zinated and control group was a
16-fold increase for IL4 and 109-fold increase f€d3 in the vaccinated group
compared to the control group. PCV2-vaccinatedepsgborn from PCV2 vaccinated
sows produced 9-fold more IL4 than unvaccinatedepsgoorn from PCV2-vaccinated
sows and 21-fold more expression than unvaccinpigiéts born from unvaccinated
sows. Regarding 1L13, PCV2-vaccinated piglets bfsom PCV2 vaccinated sows
produced 2400-fold more ARN than unvaccinated psgheorn from PCV2-vaccinated

sows or unvaccinated piglets born from unvaccinateds. These differences could be
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due to the effect of repeated PCV2-vaccinationogissthat could stimulate the specific
lymphocytes that eventually will cross the mammgtgnd to achieve the neonate
intestine (Bandriclet al, 2008). These continuously stimulated lymphocytesld be
overstimulated to synthesize interleukins as showour experiment, aparently giving
an immunological advantage to those animals undebld PCV2 stimulation. The
differences observed could also be determined Oiyigtual variability, the difference
of age between the animals used, or to the epigeregulation of the interleukins

genes (Kellyet al,, 2000; Cheret al, 2007).

The gene expression differences detected betweewabtcinated and control
groups are higher for IL13 than for IL4. In spitietive differences in mMRNA quantity of
IL4 between groups were small, they can be impbrianthe establishment of the
immune response in field conditions. Previous ssidshowed that despite the
differences on the base levels of gene transcriie extremely small, it can indicate
functional important differences (Hamalainet al, 2001). In addition, not only the
small differences are important in the expressiothe individual interleukins, because
it is also important the combined expression ofddllthem simultaneously and the

expression of the receptors in the adjacent ddbsnalaineret al, 2001).

Regardless of the quantification of the gene exgivesmade in our study is
relative to the expression obtained in the immedijatprevious moment to the
beginning of thein vitro stimulations (0 hours), the major changes deteatethe
expression of IL13 in the PBMC agreed with previgusdies that proposed that 1L13

replaces to IL4 in its functions in the pig, duethie higher levels of expression of 1L13

s
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(Raymond and Wilkie 2004; Raymoed al., 2006;Bautistaet al, 2007; de la Fuenit
al., 2009). Further research need to be done sintairteontroversy exists because
some authors as Murtaugh al (2009) found low levels of IL13 in porcine PBMC
stimulated with phytohemagglutinin. The resultsMifirtaughet al. (2009) should be
interpreted carefully since their criteria to affira low expression of this interleukin

was just the band intensity of the classic PCR ypetsd

The genes for IL4, IL5 and IL13 are in the samaugom the chromosome 2 of
the pig, sharing regulatory mechanisms of expressibe kinetic of gene expression
made at 2, 12, 24 and 48 hours showed that thenmuaxiexpression of IL4 and IL5
was produced between 12 and 24 hours poststimuajadind for IL13 between 24 and
48 hours. These kinetic results are in concordavite the referred by Verfaillet al
(2001). Significant correlations between IL4-IL%dalL4-1L13 expression were found
in different days and under different stimulant sahbces. In the first study, we found
correlations in the PCV2-vaccinated group for Il@ddL5 at 12 hours in the day 21
when the PBMC were stimulated with PCV2 antigeh%m®.908; P = 0.033) and at 24
hours in the mononuclear cells of the lymph nodemtiney were stimulated with EHV
in the day 29 (R= 0.927; P = 0.024). Correlations for IL4 and ILd®8re detected for
the PCV2 vaccinated group when the mononucleas a#llthe lymph nodes were
cultured with PCV2 antigens during 24 hours in dag 29 (R = 0.934; P = 0.020) and
when PBMC were cultured during 24 hours without atignulating substance in the
day 28 (R = 0.930; P = 0.022). Eventually, a correlationw®sn IL4 and IL13 was
detected the day 29 when the mononuclear cellgngbpth nodes were stimulated during

24 hours without any stimulant substancé<R0.0982; P = 0.003).
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In the PBMC from PCV2-vaccinated piglets born fr®@@V2-vaccinated sows
we detected correlations between IL4 and IL13 witery were stimulated with PCV2
antigen during 12 hours {R 0.987; P = 0.013) and 24 hours’ €R0.976; P = 0.024),
with EHV during 24 hours (R= 0.957; P = 0.043) and when they were culturetiouit
any stimulant substance during 12 hour§ £/0.994; P = 0.006). In the unvaccinated
piglets born from unvaccinated sows group a caicelebetween IL4 and IL5 when the
PBMC were stimulated with EHV during 24 hours?(® 0.900; P = 0.038) was
detected. These results agree with Hamalaieneal. e2001) who described the
simultaneous transcriptional activation of theseeehinterleukins. The correlations
detected in the present study did not repeat edesy of the study and in all the
experimental groups, which agrees with the obsebsedther authors who described
that the expression of these interleukins was hedys correlated (Esnaudt al, 1996;
Dawsonet al, 2005). Our results support the idea of syneand complementary
activity of the IL4, IL5 and IL13 in the immune mmnse although independent
regulatory mechanisms seems to exist for each &syniond and Wilkie 2004;
Raymondet al., 2006;Bautistaet al, 2007; de la Fuentet al, 2009), being possible

that the increased levels of IL4 enhance the syighod [L13.

The variability observed in the gene expressiothefexperimental groups is in
conformity with the data published before (Edforgalet al, 1991; Scamurrat al.,
1996; Huanget al, 1999; De Grooet al, 2005; Mulleret al, 2003; Suarezt al.,
2003). This variability could be due to polymorpditferences in the promotor regions

of the genes (Jensen and Christensen 1981; Keah 2001; Suéareet al, 2003).
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8.4 CONCLUSIONS

1- There are seudogenes of cyclophilin and IL4 in phg genome, these

seudogenes can interfere in the quantificatiomefmRNA gene expression.

2- IL4 and IL13 present higher gene expression chatigesIL5 in the pig.

3- The peak of expression of mMRNA of IL4 and IL5 i timononuclear porcine
cells is produced between 12 and 24 hours postitiron, and the peak for

MRNA of IL13 is produced between 24 and 48 hours.

4- Although IL4, IL5 and IL13 gene expression levets the mononuclear
porcine cells is correlated in certain occasiomgjependent regulatory

mechanisms seem to regulate each one of them.

5- PBMC from PCV2-vaccinated pigs express higher kwéliL4 than PBMC
from unvaccinated animals when they are cultureth wieptides of the
ORF2 of PCV2, peptides of EHV or in absence of piddy stimulant

substances.
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PBMC from PCV2-vaccinated pigs express higher kvel IL13 than
PBMC from unvaccinated animals when they are stieal with antigenic

peptides of the ORF2 of PCV2.

Higher changes in the expression of IL13 than amdRkpression of IL4 and
IL5 occur in porcine PBMC when they are stimulateith antigens.
However, higher changes in the expression levelsdfaind IL5 than in the
levels of IL13 are observed in mononuclear cellemfrlymph nodes,
suggesting that PBMC and mononuclear cells fromplymnodes are two

different populations.

PBMC from PCV2-vaccinated piglets born from PCVZgciaated sows
produce higher levels of IL4 and IL13 than PBMOnfranvaccinated piglets
born from PCV2-vaccinated or unvaccinated sows wiheyy are cultured
with antigen of PCV2, EHV or in absence of potdhtiastimulant

substances.

PCV2-revaccination of pigs or PCV2-vaccination dflgts born from
PCV2-vaccinated sows seem to boost the synthesisypfinterleukins,

contributing to the establishment of the immung@oese.
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XI RESTOS

Cerdos vacunados y revacuandos frente a no vacsinado

Bibliografia

IL Estimulante Dia Hora Magnitud Significancia
IL4 PCV2 0 2 NS
24 NS
21 2 V>NV 3,48 0,047
12 V>NV 6,97 0,028
24 V>NV 16,52 0,014
28 2 NS
12 V>NV 2,85 0,016
24 V>NV 4,69 0,036
48 V>NV 3,28 0,025
IL5 PCV2 0 2 NS
24 NS
21 2 NS
12 NS
24 NS
28 2 NS
12 NS
24 NS
48 NS
IL13 PCV2 0 2 NS
24 NS
21 12 V>NV 109,12 0,008
24 V>NV 20,92 0,014
28 2 NS
12 NS
24 V>NV 14,21 0,036
48 NS
IL4 EHV 0 2 NS
24 NS
21 12 NS
28 12 V>NV 4,55 0,014
24 V>NV 6,16 0,025
ILS EHV 0 2 NS
24 NS
21 2 NS
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28

12

NS

24

NS

IL13

EHV

24

NS

21

12

NS

28

12

NS

24

NS

IL4

No estimuladas

28

24

V>NV

5,01

0,036

ILS

No estimuladas

28

24

NS

IL13

No estimuladas

28

24

NS

Lechones vacunados o no, nacidos y encalostradosdess vacunadas o no

ia

IL Estimulante | Dia Hora Magnitud Significanc
IL4 PCV2 14 12 VV>VN 9,31 0,028
IL4 PCV2 14 12 VV>NN 21,62 0,047
IL4 PCV2 14 24 VV>VN 4,61 0,028
IL4 PCV2 14 24 VV>NN 9,65 0,028
IL5 PCV2 14 12 NS

IL5 PCV2 14 24 NS

IL13 PCV2 14 12 NS

IL13 PCV2 14 24 VV>VN 2433 0,009
IL13 PCV2 14 24 VV>NN 2433 0,016
IL4 EHV 14 24 VV>VN 6,40 0,047
IL4 EHV 14 24 VV>NN 9,12 0,032
IL5 EHV 14 24 NS

IL13 EHV 14 24 VV>VN 1269 0,009
IL13 EHV 14 24 VV>NN 1269 0,008
IL4 NA 14 12 VV>VN 8,96 0,047
IL4 NA 14 12 VV>NN 8,84 0,047
IL4 NA 14 24 VV>VN 6,23 0,047
IL4 NA 14 24 VV>NN 20,07 0,016
IL5 NA 14 12 NS

IL5 NA 14 24 NS

IL13 NA 14 12 VV>VN 254 0,016
IL13 NA 14 24 VV>VN 1457 0,009
IL13 NA 14 24 VV>NN 1457 0,028
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Al comparar la expresion génica de estas intemf@scen los nédulos linfaticos
y en las PBMC de los animales vacunados y revaosiaente a PCV2, se observo que
los niveles del cambio de la expresion detectadms diferentes. Para la IL4 e IL5 se
describieron mayores cambios de expresion en laasénononucleares de los nédulos
linfaticos que en las PBMC, mientras que para [&3llocurrié lo contrario. En las
PBMC el mayor cambio relativo de expresién de Il se encontré fue de una
magnitud de 4,01 a las 24 horas postestimulaciénP€oV2 el dia 28 del experimento,
y en los nédulos linfaticos el mayor valor deteotdde de 12,13 a las 12 horas
postestimulacion con PCV2. Para la IL5 generalmétgevalores del cambio relativo
de expresiéon en las PBMC eran negativos, siendwgbr valor registrado 1,46, que se
alcanzé tras la estimulacion con PCV2 el dia 21ivagsinacion en el grupo de animales
vacunados y revacunados con circovac. En los nédnfaticos, se observd que desde
las dos horas postestimulacion con PCV2 el caméiativo de expresion de IL5
siempre fue mayor a 1, siendo su valor mas alt®. Dpuestamente a la IL4 e IL5, la
IL13 presenta mayores cambios de expresion relaBwoas PBMC que en los nédulos
linfaticos. Asi, a las 12 horas postestimulaciéadePBMC con PCV2 en el dia 21, se
observé un aumento en la sintesis de 109,08 vecesartidad inicial de IL13. Sin
embargo el mayor cambio de expresion relativa thedecen los nddulos linfaticos fue

de 5,07 a las 48 horas postestimulacion con PCV2.
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