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Abstract

Dendritic cells (DC) are considered the most important antigen presenting cells of the immune system.  Its anatomical location 
(skin, mucosa and peripheral blood), the expression of receptors to recognize pathogens, the expression of co-stimulatory mole-
cules (CD80/86), the major histocompatibility complex (MHC) class I and II, and the production of cytokines (such as IFN-α, IL-10, 
IL-12) confers to these cells the characteristic to regulate innate and adaptive immune responses. The objective of this work was 
to evaluate the effects of the porcine reproductive and respiratory virus (PRRS) in mature DC.  DC were generated from blood 
monocytes using IL-4 and GM-CSF and were stimulated with lipopolysaccharide (LPS) to induce their maturation. The results 
show that the expression of CD14 and CD172a molecules in infected DC was not affected, while MHC II and CD80/86 expression 
was diminished. This decrease seems to affect the allogenic proliferation of lymphocytes stimulated with infected DC. On the 
other hand, the virus increases mRNA expression of IL-10 and TNF-α, and diminishes that for IL-1β and IL-6.  The results obtained 
could explain, in part, the immunophatology of the disease.
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Resumen

Las células dendríticas (DC) son las presentadoras de antígeno más importantes del sistema inmune.  Su localización anatómica 
(piel, mucosas y sangre periférica), la expresión de receptores para reconocer patógenos, la expresión de moléculas de coesti-
mulación (CD80/86), del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clases I y II, y la producción de citocinas (IFN-α, IL-10, 
IL-12), les confi ere una característica única para regular las respuestas inmune innata y adaptativa.  El objetivo de este trabajo fue 
evaluar el efecto del virus de síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) en DC maduras.  Se generaron células dendrí-
ticas a partir de monocitos utilizando IL-4 y GM-CSF y se estimularon con lipopolisacárido (LPS) para inducir su maduración.  Los 
resultados muestran que la expresión de las moléculas CD14 y CD172a no se altera en las DC infectadas, mientras que la expre-
sión de MHC II y CD80/86 se ve disminuida.  Esta disminución parece afectar la proliferación alogénica de linfocitos estimulados 
con DC infectadas. Asimismo, el virus aumenta la expresión del ARNm de IL-10 y TNF-α, y disminuye la de IL-1β e IL-6. Lo anterior 
explica, en parte, la inmunopatología de la enfermedad. 
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Introduction

Dendritic cells (DC) are considered the most 
important antigen presenting cells of the 
immune system. They are located in all the 

organism, especially in the entrance sites of antigens 
such as skin and mucosa.1,2 DC capture, process and 
present antigens in the form of peptides associated 
with the major histocompatibility complex (MHC) 
class I or II;1 they are also capable of activating naive 
T lymphocytes and induce and modulate the immune 
response.2-4

In peripheral tissues, DC are found in immature 
state and have the capacity to capture and process 
antigens,5 which allows them to activate and migrate 
to secondary lymphoid organs and acquire a mature 
state.6 Mature DC express great amount of co-stimu-
latory molecules such as CD40, CD80 and CD86 and 
antigen presenting molecules such as MHC I and II.6,7 
These characteristics give them the capacity to stimu-
late T lymphocytes.7-9 Also, DC activate other cellu-
lar types, including B lymphocytes, neutrophils, NK 
cells, among others.10-12 Stimulation and other type of 
response of lymphocytes and other cells depend on 
the type of receptors that DC express, as well as the 
profi le of cytokines that secrete.13 Consequently, DC 
are important in the induction and regulation of the 
immune response, and are ideal target for viruses, that 
modulate its capacity of response in presence of infec-
tion, which conducts to the evasion of the immune 
system.14,15

Certain viruses, such as human immunodefi ciency 
(HIV), chicken pox, cytomegalovirus and herpes 
simplex virus type I, infect and also replicate in DC. 
The immunosuppression which induce these viruses 
is mediated, in part, by the infection and it is due to 
a decrease in the co-stimulatory molecules, CD80 
and CD86.16 On the contrary, other viruses, such as 
infl uenza or dengue virus, induce the activation and 
maturation of DC and promote effi cient immune 
response.17,18

The porcine reproductive and respiratory syn-
drome virus (PRRS) is an enveloped virus, constitu-
ted by single-stranded RNA, of positive polarity, which 
belongs to the Arteroviridae family. The virus infects 
and replicates into alveolar macrophages. During the 
fi rst week of infection, the immune system produces 
a strong antibody response, which is associated with 
a policlonal activation of B lymphocytes and high 
production of IL-6.19,20 Nevertheless, from the fourth 
week of infection neutralizing antibodies appear. 
Likewise, cellular response is characterized by a late T 
lymphocyte response and the apparition of IFN-α pro-
ductive cells at the third week of infection. It has been 
observed that the conferred immunity by memory 

Introducción

Las células dendríticas (DC) son las presentado-
ras de antígeno más importantes del sistema 
inmune. Se localizan en todo el organismo, 

especialmente en los sitios de entrada de antígenos, 
como la piel y mucosas.1,2 Las DC capturan, procesan 
y presentan antígenos en forma de péptidos asocia-
dos con el complejo principal de histocompatibilidad 
(MHC) clases I o II;1 además son capaces de activar a 
linfocitos T vírgenes e inducir y modular la respuesta 
inmune.2-4

En tejidos periféricos, las DC se encuentran en 
estado inmaduro y tienen la capacidad de capturar y 
procesar antígenos,5 lo cual permite que se activen y 
migren a órganos linfoides secundarios y adquieran 
un estado maduro.6 Las DC maduras expresan gran 
cantidad de moléculas de coestimulación, como CD40, 
CD80 y CD86 y moléculas de presentación de antíge-
nos, como MHC I y II.6,7 Estas características les confi e-
ren la capacidad de estimular linfocitos T.7-9 Además, 
las DC activan otros tipos celulares, incluyendo los 
linfocitos B, neutrófi los, células NK, entre otras.10-12 
La estimulación y el tipo de respuesta de los linfocitos 
y otras células dependen del tipo de receptores que 
expresen las DC, así como del perfi l de citocinas que 
secreten.13 En consecuencia, las DC son importantes 
en la inducción y regulación de la respuesta inmune, y 
son blanco ideal para los virus, que modulan su capa-
cidad de respuesta ante la infección, lo que conduce a 
la evasión del sistema inmune.14,15

Ciertos virus, como el de la inmunodefi ciencia 
humana (VIH), la varicela, el citomegalovirus y el 
virus del herpes simple tipo I, infectan e incluso se 
replican en DC. La inmunosupresión que inducen 
estos virus está mediada, en parte, por la infección y 
se debe a una disminución en las moléculas de coes-
timulación, CD80 y CD86.16 Por el contrario, otros 
virus, como el de la infl uenza o dengue, inducen la 
activación y maduración de las DC y promueven una 
respuesta inmune efi caz.17,18

El virus del síndrome reproductivo y respiratorio 
porcino (PRRS) es un virus envuelto, compuesto de 
ARN de cadena sencilla, de polaridad positiva, per-
tenece a la familia Arteroviridae.  El virus infecta y se 
replica en macrófagos alveolares.  Durante la primera 
semana de infección, el sistema inmune produce una 
fuerte respuesta de anticuerpos, la cual se asocia con 
una activación policlonal de linfocitos B y alta pro-
ducción de IL-619,20 Sin embargo, a partir de la cuarta 
semana de infección aparecen los anticuerpos neutra-
lizantes.  Asimismo, la respuesta celular se caracteriza 
por una respuesta tardía de linfocitos T y la aparición 
de células productoras de IFN-α a la tercera semana 
de infección, se ha observado que la inmunidad ofre-
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cells apparently is not greater than two years.19-21

It has been demonstrated that PRRS virus infects 
and replicates in monocyte-derived immature DC.22-24 
Wang et al.24 found that the virus decreases MHC I 
and II expression, and alters the capacity of activa-
ting the allogeneic proliferation of T lymphocytes. 
Nevertheless, in a study by Loving et al.,22 even though 
a decrease in MHC I expression was observed, the 
CD80/86 was not altered by PRRS virus. In relation to 
cytokine expression in infected DC with PRRS virus, 
Wang et al.24 did not detect changes in IL-10, IL-12 
or IFN-γ production; nevertheless, they observed 
increase in the production of TNF-α after 48 hours 
of infection. While Loving et al.22 observed mRNA 
expression increment of IFN-β at 18 h of infection, as 
well as mRNA expression decrease of IFN-α.

Charerntantanakul et al.23 neither described chan-
ges in IL-10 expression in infected DC by PRRS virus. 
However, they found increase in IL-10 expression in 
monocytes and reduction in IFN-γ expression and 
TNF-α in monocyte/lymphocyte co-cultures stimula-
ted by concanavalin A and PMA/ionomycin.   

In this context, the aim of this work was to analyze 
the effect of PRRS virus on the expression of co-stimu-
latory molecules (CD80/86) and MHC-II, as well as to 
evaluate capacity of stimulate allogeneic responses of 
lymphocytes and the modulation in the production of 
infl ammatory cytokines in DC.

Material and methods

Experimental design

DC were generated from porcine monocytes, incuba-
ting adherent cells during seven days in presence of 
porcine recombinant cytokines IL-4 and GM-CSF. At 
day fi ve, immature DC (iDC) were obtained. Mature 
DC (mDC) were generated by stimulation with LPS 
for two days. The mDC were infected with PRRS virus 
and the following was evaluated: a) the expression 
of surface markers of CD172a, CD14, MHC II and 
CD80/86 by fl ow cytometry in iDC, mDC and infec-
ted-mDC; b) the expression of IL-1β, IL-6, IL-10 and 
TNF-α cytokine transcripts in infected mDC; and c) 
the capacity of infected DC to stimulate an allogeneic 
response using non-adherent cells with carboxyfl uo-
rescein succinimidyl ester diacetate (CFSE).

Experimentation animals

Four pigs of four to six weeks of age coming from a 
farm free of PRRS, Aujezsky disease, porcine rubu-
lavirus and classic porcine fever were used. The ani-
mals were housed in the animal metabolic unit of 
the Research Center for Food and Development, A.C. 

cida por células de memoria aparentemente no es 
mayor de dos años.19-21

 Se ha demostrado que el virus PRRS infecta y se 
replica en DC inmaduras derivadas de monocitos.22-24   
Wang et al.24 encontraron que el virus disminuye la 
expresión de MHC I y II, y altera la capacidad de acti-
var la proliferación alogénica de los linfocitos T. Sin 
embargo, en un trabajo de Loving et al., 22 aun cuando 
se observó disminución en la expresión de MHC I, la 
de CD80/86 no se vio alterada a causa del virus PRRS.  
En relación con la expresión de citocinas en DC infec-
tadas con el virus PRRS, Wang et al.24 no detectaron 
cambios en la producción de IL-10, IL-12 o IFN-γ; sin 
embargo, observaron incremento en la producción 
de TNF-α después de 48 h de infección. Mientras que 
Loving et al.22 observaron aumento en la expresión de 
ARNm de IFN-β a las 18 h de infección, así como dis-
minución en la expresión del ARNm de IFN-α. 

Por su parte, Charerntantanakul et al.23 tampoco 
describieron cambios en la expresión de IL-10 en DC 
infectadas por el virus PRRS. Sin embargo, encontra-
ron aumento en la expresión de IL-10 en monocitos y 
reducción en la expresión de IFN-γ y TNF-α en cocul-
tivos de monocitos/linfocitos estimulados con conca-
navalina A y PMA/ionomicina.  

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue 
analizar el efecto del virus PRRS sobre la expresión 
de moléculas de coestimulación (CD80/86) y del 
MHC-II, así como evaluar su capacidad de estimular 
respuestas alogénicas de linfocitos y la modulación en 
la producción de citocinas infl amatorias en DC. 

Material y métodos

Diseño experimental

Se generaron DC a partir de monocitos de cerdos, 
incubando células adherentes durante siete días en 
presencia de citocinas recombinantes de cerdo IL-4 
y GM-CSF.  Al quinto día de cultivo se obtuvieron 
DC inmaduras (iDC), las cuales se estimularon dos 
días con LPS para generar DC maduras (mDC). Las 
mDC se infectaron con el virus PRRS y se evaluó: a) 
la expresión de marcadores de superfi cie de CD172a, 
CD14, MHC II y CD80/86 por citometría de fl ujo en 
iDC, mDC y mDC infectadas; b) la expresión de trans-
critos de citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 y TNF-α en mDC 
infectadas; y c) la capacidad de las DC infectadas para 
estimular una respuesta alogénica usando células no 
adherentes marcadas con succinimidil éster diacetato 
de carboxifl uoresceína (CFSE).

Animales de experimentación

Se utilizaron cuatro cerdos de cuatro a seis semanas 
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(CIAD, A.C. for its Spanish meaning) with ad libitum 
access to water and food.

Reagents

Mouse monoclonal antibodies (mAb) specifi c for pig 
anti-CD14,* MHC-II* and CD172a* were used. In order 
to identify the expression of co-stimulatory molecules 
CD80/86, a mouse hCTLA4-immunoglobulin fusion 
protein was used.** The detection of these antibodies 
and the fusion protein were done with a second mouse 
anti-IgG goat antibody, conjugated with fl uorescein 
isothiocyanate (FITC).*** Porcine recombinant cyto-
kines IL-4 and GM-CSF† were used for the DC diffe-
rentiation. 

Virus

The PRRS virus‡ was multiplied in MARC-145 cells 
prepared in culture bottles of 25cm2. Cells were cul-
tured in DMEM medium supplemented with 10% of 
fetal bovine serum (FBS), 100 UI/mL of penicillin, 
100 µg/mL of streptomycin and 50 µg/mL of genta-
mycin. The inoculated cells were incubated at 37°C, 
90% humidity and 5% of CO2 atmosphere. When the 
cells presented cytopathic effect (at 48 or 72 h) they 
were subjected to two thermal shocks (–80/25°C). 
The cellular lysis was cultured and clarifi ed by centri-
fugation at 650 g during 30 minutes at 4°C. The super-
natant rich in viral particles was stored in volumes of 
1mL at –70°C. The same procedure was applied to 
non-infected cells and the obtained lysis of these cells 
was used as control in posterior experiments, which is 
called mock or control, and it is referred to a utilized 
control in experiments, which serves to determine the 
induced effects by cells where the virus grew and not 
for the per se virus.25 

Generation of monocyte-derived dendritic cells

Thirty to forty mL blood samples of the porcine ante-
rior cava vein were collected in heparin tubes. Blood 
was mixed in a 1:2 ratio with DMEM medium without 
FBS and with antibiotics. The mononuclear cells 
(MNC) were obtained using a Ficoll-Hypaque gra-
dient in a 1:4 ratio and centrifuged at 500 g for 20 min 
at 4°C. The MNC were re-suspended in ammonium 
chloride during 5 min to lyse the erythrocyte rem-
nants (if necessary), they were washed with DMEM 
without serum and they were centrifuged during 10 
min at 200 g.26 Finally, MNC were re-suspended in 
DMEM medium with 10% of FBS and were cultured 
in 25 cm2 culture dishes at a cellular density of 5 × 106/
mL. They were incubated all night at 37°C and 5% of 
CO2 to obtain the adherent cells. The non-adherent 

de edad procedentes de una granja libre de PRRS, 
enfermedad de Aujezsky, rubulavirus porcino y fi ebre 
porcina clásica.  Los animales se alojaron en la unidad 
metabólica animal del Centro de Investigación en Ali-
mentación y Desarrollo, A. C (CIAD, A. C.) con agua 
y alimento ad libitum. 

Reactivos

Se utilizaron anticuerpos monoclonales (mAb) de 
ratón específi cos para cerdo anti-CD14,* MHC-II* y 
CD172a.*  Para identifi car la expresión de las molé-
culas de coestimulación CD80/86, se utilizó una pro-
teína de fusión hCTLA4-inmunoglobulina de ratón.**  
La detección de estos anticuerpos y la proteína de 
fusión se realizaron con un segundo anticuerpo de 
cabra anti-IgG de ratón, conjugado a isotiocianato de 
fl uoresceína (FITC).***  Se utilizaron las citocinas 
recombinantes de cerdo IL-4 y GM-CSF† en la dife-
renciación de células dendríticas.  

Virus 

El virus PRRS‡ se multiplicó en células MARC-145 
preparadas en botellas de cultivo de 25 cm2. Las célu-
las se cultivaron en medio DMEM complementado 
con 10% de suero fetal bovino (SFB), 100 UI/mL de 
penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina y 50 µg/
mL de gentamicina.  Las células inoculadas se incu-
baron a 37°C, 90% de humedad y atmósfera con 5% 
de CO2.  Cuando las células presentaron efecto cito-
pático (a las 48 o 72 h) se sometieron a dos choques 
térmicos (–80/25°C). Los lisados celulares se cosecha-
ron y clarifi caron por centrifugación a 650 g durante 
30 minutos a 4°C. El sobrenadante rico en partículas 
virales se almacenó en volúmenes de 1 mL a –70°C.  
El mismo procedimiento se aplicó a células sin infec-
tar y el lisado obtenido de estas células fue utilizado 
como testigo en experimentos posteriores, el cual es 
llamado mock o testigo, y se refi ere a un testigo utili-
zado en los experimentos, que sirve para determinar 
los efectos inducidos por las células donde creció el 
virus y no por el virus per se.25

 
Generación de células dendríticas
derivadas de monocitos

Se recolectaron de 30 a 40 mL de sangre de la vena 
cava anterior de cerdo en tubos con heparina.  La 
sangre se mezcló en relación 1:2 con medio DMEM 

*VMRD, Estados Unidos de América.
**Ancell, Estados Unidos de América.
***Southern Biotech, Estados Unidos de América.
†Biosource Internacional, Estados Unidos de América.
‡ GenBank AF299398.
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cells were collected and stored at 70°C for their future 
use in the allogeneic stimulatory assays. The adherent 
cells were incubated in DMEM medium in presence 
of 20 ng/mL of each one of the porcine recombi-
nant cytokines IL-4 and GM-CSF. Cells were cultured 
during seven days, with changes of fresh medium with 
cytokines at the second and fi fth day of culture. At the 
fi fth day of culture the cells, considering as immature 
dendritic cells (iDC), were incubated with 3 µg/mL 
of LPS during two more days. After this period, they 
were considered as mature dentritic cells (mDC).27

Infection of DC with PRRS virus

DC were infected with PRRS virus using a multipli-
city of infection (moi) of 0.1 during 1 h at 37°C in 
an atmosphere of 5% of CO2 and 95% of humidity. 
In order to eliminate the non-absorbed virus, cells 
were washed four times, they were centrifuged at 200 
g for 5 min. Later, they were re-suspended in 0.5 mL 
in fresh medium and were cultured for 24 h at 37°C in 
an atmosphere of 5% of CO2 and 95%of humidity.

Evaluation of surface markers

Two point fi ve × 105 DC/mL were used, which were 
incubated in presence of mAb anti-CD14, MHC II or 
anti-CD172a and with the fusion protein which recog-
nizes CD80/86 for 20 min at 4°C. Cells were cold 
washed twice with 1 mL of phosphate buffer supple-
mented with 1% albumin (1% PBA). Next, they were 
incubated with the conjugated antibody for 20 min at 
4°C in darkness and washed twice. Finally were fi xed 
with 200 µL of paraformaldehyde at 1%, and kept at 
4°C and in darkness, until analyzed by fl ow cytometry 
in a maximum of 5 days.28

Detection of porcine cytokines by RT-PCR

The porcine cytokines were analyzed in non-infected 
and infected mDC. After 24 h of infection, the infec-
ted and non-infected mDC were washed once with 
PBS and re-suspended in TRIzol for the RNA extrac-
tion following the manufacturer specifi cations.* The 
RNA was re-suspended in 20 µL of DEPC water.** For 
the cytokine analysis, a reverse transcription was done 
using the enzyme Superscript II reverse transcrip-
tase*** in a total volume of 20 µL, following the manu-
facturer specifi cations. The complementary DNA was 
stored at –20 °C until its use in PCR reactions. The 
PCR reactions were done in a fi nal volume of 50 µL 
using 10 mM HCl Tris, 50 mM KCl (pH 8.3), 2.5 mM 
MgCl2, 1 mM of each nucleotide, dATP, dTTP, dCTP 
and dGTP, 30 µM of each iniciator (Table 1), 0.25 U 
Taq DNA polymerase† and 2 µL of complementary 

sin SFB y con antibióticos. Las células mononuclea-
res (CMN) se obtuvieron utilizando un gradiente de 
Ficoll-Hypaque en relación 1:4 y centrifugando a 500 
g por 20 min a 4ºC. Las CMN fueron resuspendidas en 
cloruro de amonio durante 5 min para lisar el rema-
nente de eritrocitos (en caso de ser necesario), se lava-
ron con DMEM sin suero y se centrifugaron durante 
10 min a 200 g.26 Finalmente, las CMN se resuspen-
dieron en medio DMEM con 10% de SFB y se cultiva-
ron en cajas de cultivo de 25 cm2 a densidad celular 
de 5 × 106/mL.  Se incubaron toda la noche a 37°C y 
5% de CO2 para obtener las células adherentes.  Las 
células no adherentes se recolectaron y almacenaron a 
–70ºC para su uso posterior en los ensayos de estimu-
lación alogénica.  Las células adherentes se incubaron 
en medio DMEM en presencia de 20 ng/mL de cada 
una de las citocinas recombinantes porcinas IL-4 y 
GM-CSF.  Las células se cultivaron durante siete días, 
con cambios de medio fresco con citocinas al segundo 
y quinto días de cultivo. Al quinto día de cultivo las 
células, consideradas células dendríticas inmaduras 
(iDC), se incubaron con 3 µg/mL de LPS durante dos 
días más. Después se consideraron células dendríticas 
maduras (mDC).27

Infección de DC con el virus PRRS

Las DC fueron infectadas con el virus PRRS usando 
un índice de multiplicidad (moi) de 0.1 durante 1 h a 
37ºC en una atmósfera de 5% de CO2 y 95% de hume-
dad.  Para eliminar el virus no absorbido, las células 
se lavaron cuatro veces, se centrifugaron a 200 g por 5 
min. Después se resuspendieron en 0.5 mL de medio 
fresco y se cultivaron por 24 h a 37ºC en una atmós-
fera de 5% de CO2 y 95% de humedad. 

Evaluación de marcadores de superfi cie

Se utilizaron 2.5 × 105 DC/mL, las cuales se incuba-
ron en presencia de un mAb anti-CD14, MHC II o 
anti-CD172a y con la proteína de fusión que reconoce 
CD80/86 durante 20 min a 4°C. Las células se lava-
ron dos veces con 1 mL de solución amortiguadora 
de fosfatos con albúmina bovina al 1% (PBA-1%) en 
frío.  Posteriormente se incubaron con el anticuerpo 
conjugado durante 20 min a 4°C en oscuridad y se 
lavaron dos veces. Finalmente se fi jaron con 200 µL 
de paraformaldehído al 1%, se mantuvieron a 4°C y 
en oscuridad, hasta su análisis por citometría de fl ujo 
en un máximo de 5 días.28

Detección de citocinas porcinas por RT-PCR

Las citocinas porcinas se analizaron en mDC no infec-
tadas e infectadas. Después de 24 h de infección, las 
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DNA. PCR reaction was done as follows: 35 cycles at 
94°C during 3 min, 94°C during 30 sec, 55°C during 30 
sec, 72°C during 1 min and a fi nal elongation at 72°C 
during 10 min. PCR products (10 µL) were ran in aga-
rose gel at 1.2% and were stained with ethidium bro-
mide. To assess the level of mRNA of each cytokine, 
PCR products were semi-quantifi ed comparing the 
intensity value of the bands by a densitometry analysis 
and they were normalized with the obtained values of 
a constitutive gene (GADPH). The results are presen-
ted as cytokine/GADPH ratio.

Allogeneic stimulatory assay

The non-adherent cells were stained with 0.1 µM of 
CFSE during 10 min at 37°C, 5% of CO2 and 95% of 
humidity. Subsequently, the excess of CFSE was inac-
tivated with RPMI medium with 10% FBS. The non-
adherent cells (5 × 105) were co-cultured with infected 
and non-infected mDC in a 1:10 ratio of mDC/lym-
phocyte during 5 days. At the fi fth day of culture, cells 
were analyzed by fl ow cytometry. The proliferation 
percentage was determined by WinMDI 2.8.

Statistical analyses

In order to identify signifi cant differences between 
non-infected and infected mDC and between imma-
ture, mature and infected mature, a Mann Whytney 
test was carried out. SigmaSTAT version 3.1 statistical  
package was used, considering a P < 0.05 as statistically 
signifi cant.

Results

Morphology of porcine dendritic cells

After eliminating non-adherent cells and before sti-
mulating the differentiation to DC, the adherent cells 

mDC infectadas y las no infectadas se lavaron una 
vez con solución amortiguadora de fosfatos (PBS) y 
fueron resuspendidas en TRIzol para la extracción de 
ARN siguiendo las especifi caciones del fabricante.*  
El ARN fue resuspendido en 20 µL de agua DEPC.**. 
Para el análisis de citocinas se hizo una transcripción 
reversa usando la enzima Superscript II reverse trans-
criptase*** en un volumen total de 20 µL, siguiendo 
las especifi caciones del fabricante. El ADN comple-
mentario fue almacenado a –20 ºC hasta su uso en las 
reacciones de PCR.  Las reacciones de PCR se hicieron 
en un volumen fi nal de 50 µL usando 10 mM Tris HCl, 
50 mM KCl (pH 8.3), 2.5 mM MgCl2, 1 mM de cada 
nucleótido, dATP, dTTP, dCTP y dGTP, 30 µM de 
cada iniciador (Cuadro 1), 0.25 U Taq DNA polime-
rasa† y 2 µL de ADN complementario. La reacción de 
PCR se llevó a cabo de la siguiente manera: 35 ciclos 
a 94ºC por 3 min, 94ºC por 30 seg, 55ºC por 30 seg, 
72ºC por 1 min y una elongación fi nal a 72ºC por 10 
min. Los productos de la PCR (10 µL) se corrieron en 
geles de agarosa al 1.2% y se tiñeron con bromuro de 
etidio. Para estimar el nivel de expresión de ARNm de 
cada citocina, los productos de PCR se semicuantifi ca-
ron comparando el valor de intensidad de las bandas 
mediante un análisis densitométrico y se normaliza-
ron con los valores obtenidos de un gen constitutivo 
(GADPH).  Los resultados se presentan como la rela-
ción citocina/GADPH.

Ensayo de estimulación alogénico

Las células no adherentes se tiñeron con 0.1 µM de 
CFSE durante 10 min a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de 
humedad.  Posteriormente, el exceso de CFSE se inac-
tivó con medio RPMI con 10% de SFB. Las células no 

*Invitrogen, Estados Unidos de América.
**Invitrogen, Estados Unidos de América.
***Invitrogen, Estados Unidos de América.
†Invitrogen, Estados Unidos de América.

Cuadro 1   

SECUENCIA DE LOS INICIADORE S DE CITOCINAS PARA RT - PCR   

SEQUENCE OF  CYTOKINE  PRIMERS  FOR RT - PCR   

  Forward   primer   Reverse primer   

IL - 1   CAACGTGCAGTCTATGGAGT   GAGGTGCTGATGTACCAGTT   

IL - 6   GGCTGCTTCTGGTGATGGCTA   TTGCCTCAGGGTCTGGATCAGT   

TNF - α  CCACGTTGTAGCCAATGTCA   CAGCAAAGTCCAGATAGTCG   

IL - 10   GAAGGACCAGATGGGCGACTT   CACCTCCTCCACGGCCC TTG   

GAPDH   GTCTTCACCACATGGAG   CCAAAGTTGTCATGGATGACC   
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(day 0) have a small round shape (Figure 1a). Obtai-
ned results in laboratory have confi rmed that more 
than 95% of the adherent cells express marker CD14 
(data not shown). At fi fth day of incubation in pre-
sence of IL-4 and GM-CSF (Figure 1b), the adherent 
cells acquire an elongated cell morphology, with pro-
jections. When these cells were stimulated during 48 
h with LPS, a morphology change was observed and 
several detached. The LPS stimulus provoked that 
cells with DC morphology were detached and obser-
ved fl oating (Figure 1c). 

The PRRS virus regulates the expression
of certain surface markers in DC

In order to confi rm that the described morphologi-
cal characteristics correspond to iDC and mDC phe-
notype, the expression of co-stimulatory molecule 
CD80/86 and the presenting molecule MHC-II was 
determined. Also, the expression of the molecules 
CD172a and CD14 was determined. Additionally, the 
PRRS virus effect in the expression of these molecules 
after 24 h of infection was assessed. The expression 
of CD172a, myeloid marker, as expected, kept cons-
tant in iDC, mDC and infected mDC (85% of posi-
tive cells), with median fl uorescent intensity (MFI) of 
40. The obtained results for the expression of CD14 
showed that there is no signifi cant difference (P > 

adherentes (5 × 105) se cocultivaron con mDC infec-
tadas y no infectadas en una relación de mDC/linfo-
cito 1:10 durante cinco días.  Al quinto día de cultivo, 
las células se analizaron por citometría de fl ujo. El 
porcentaje de proliferación se determinó con el pro-
grama WinMDI 2.8.

Análisis estadístico

Para identifi car diferencias signifi cativas entre mDC 
no infectadas e infectadas y entre inmaduras, madu-
ras y maduras infectadas, se realizó la prueba Mann 
Whytney. Para ello se utilizó el paquete estadístico Sig-
maSTAT versión 3.1, considerando una P < 0.05 como 
estadísticamente signifi cativa.

Resultados

Morfología de las células dendríticas de cerdo

Después de eliminar las células no adherentes y 
antes de estimular la diferenciación a DC, las células 
adherentes (día 0) tienen un aspecto redondeado y 
pequeño (Figura 1a). Resultados obtenidos en el labo-
ratorio han confi rmado que más de 95% de las célu-
las adherentes expresan el marcador CD14 (datos no 
mostrados).  Al quinto día de incubación en presencia 
de IL-4 y GM-CSF (Figura 1b), las células adherentes 

Culture day 5 (b) 

 

Culture day 0 (a) 

 
Culture day 7 (c) 

 

Figura 1: a) Morfología de células adherentes (día 0); b) 
células dendríticas inmaduras (día 5); y c) células dendríti-
cas maduras (día 7). 

Figure 1: a) Morphology of adherent cells (day 0); b) imma-
ture dendritic cells (day 5); and c) mature dendritic cells 
(day 7). 
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Figura 2: Expresión de marcadores de superfi cie: CD172a, CD14, MHC II y CD80/86 en iDC, mDC y mDC infectadas con virus PRRS a 
moi de 0.1. A) Porcentaje de células positivas a cada marcador, B) Intensidad media de fl uorescencia (MIF). La fi gura muestra medias y 
desviación estándar (n = 4). 

Figure 2: Expression of surface markers: CD172a, CD14, MHC II y CD80/86 in iDC, mDC and infected mDC with PRRS virus at a moi of 
0.1. A) Percentage of positive cells for each marker, B) Median fl uorescent intensity (MFI). The fi gure shows mean and  standard deviation 
(n = 4).  
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adquieren una morfología de células alargadas, con 
proyecciones. Cuando estas células se estimularon 
durante 48 h con LPS, se observó un cambio en su 
morfología y muchas se desprendieron. El estímulo 
con LPS provocó que las células con morfología de 
DC se desprendieran y se observaran fl otando (Figura 
1c).

El virus PRRS regula la expresión de ciertos
marcadores de superfi cie en DC 

Para confi rmar que las características morfológicas 
descritas corresponden al fenotipo iDC y mDC, se 
determinó la expresión de la molécula de coestimu-
lación CD80/86 y de la molécula de presentación 
MHC-II.  También se determinó la expresión de las 
moléculas CD172a y CD14.  Adicionalmente, se deter-
minó el efecto del virus PRRS en la expresión de estas 
moléculas después de 24 h de infección.  La expresión 
de CD172a, un marcador de células mieloides, como 
se esperaba, se mantuvo constante en iDC, mDC y 
mDC infectadas (85% de células positivas), con inten-
sidad media de fl uorescencia (IMF) de 40. Los resul-
tados obtenidos para la expresión de CD14 muestran 
que no existe diferencia signifi cativa (P > 0.05) entre 
el porcentaje de células positivas ni en la IMF de las 
iDC, mDC y mDC infectadas (Figuras 2a y 2b).  En 
el caso del MHC II no hubo diferencias signifi cativas 
(P > 0.05) en el porcentaje de células entre las iDC y 
mDC, pero sí un incremento signifi cativo (P < 0.05) 
en el IMF en las mDC respecto de las iDC (Figuras 2a 
y2b).  En las mDC infectadas se observó una disminu-
ción signifi cativa (P < 0.05) en el porcentaje de células 
positivas (25%) y en el IMF (aproximadamente 40).  
El porcentaje de células que expresan CD80⁄86 y el 
IMF aumentó signifi cativamente cuando se indujo 
la maduración de las DC (en 50% y 10%, respectiva-
mente; P < 0.05).  En las mDC infectadas con el virus 
PRRS, el porcentaje de células positivas disminuyó sig-
nifi cativamente (en 10%; P < 0.05), no así para el IMF 
(Figuras 2a y 2b).

El virus PRRS disminuye la proliferación
alogénica en las células no adherentes

Se evaluó la proliferación de células no adherentes 
estimuladas con mDC sin infectar y mDC infectadas 
durante 24 h, para determinar la capacidad de esti-
mular respuestas alogénicas por parte de las DC infec-
tadas. Los resultados de los cocultivos (mDC/células 
no adherentes) mostraron que el virus PRRS provocó 
una disminución en 50% (P < 0.05) de la proliferación 
respecto de las DC sin infectar (Figura 3).

0.05) between the positive cell percentage nor in the 
MFI of iDC, mDC and infected mDC (Figure 2a and 
2b). In the case of MHC II there were no signifi cant 
differences (P > 0.05) in the percentage of cells bet-
ween iDC and mDC, but mDC showed a signifi cant 
increase (P < 0.05) in MFI in relation to iDC (Figure 
2a and 2b). In infected mDC, a signifi cant decrease (P 
< 0.05) in the percentage of positive cells (25%) and 
in MFI (approximately 40) was observed. The percen-
tage of cells that express CD80/86 and MFI signifi -
cantly increased when the maturity of DC was induced 
(in 50% and 10%, respectively; P < 0.05). In infected 
mDC by PRRS virus, the percentage of positive cells 
signifi cantly decreased (in 10%; P < 0.05), but not for 
MFI (Figure 2a and 2b).

The PRRS virus decreases the allogeneic
proliferation in non-adherent cells

The proliferation of non-adherent cells stimulated 
by non infected mDC and infected mDC during 24 
h was evaluated, to determine the capacity to stimu-
late allogeneic responses by infected DC. The results 
of the co-cultures (mDC/non-adherent cells) showed 
that the PRRS virus produced a 50% decrease (P < 
0.05) of proliferation in relation to non infected DC 
(Figure 3).

The infection with PRRS virus modulates
the expression of cytokines in mDC

The proinfl amatory cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α)  
and anti-infl ammatory cytokine IL-10, production was 
evaluated, in infected mDC with PRRS virus to deter-
mine if this is capable of modulating the production 
of this type of cytokines. The obtained results show 
that in the pro-infl ammatory cytokines there were no 
signifi cant decrease in the expression of IL-1β and 
IL-6 in infected mDC in relation to the control-trea-
ted. On the other hand, a non signifi cant increase in 
the expression of TNF-α in infected DC, in relation to 
the mock or control treated (Figure 4) was observed. 
For IL-10 a signifi cant increase (P < 0.05) was obser-
ved in infected mDC with respect to mock or control 
treated (Figure 4). 

Discussion

The fi rst records on the generation of DC in pig were 
done in 2001,3,27 but in the last few years these reports 
have been growing.3,27,29-36 The advantage of coun-
ting with this methodology opened the possibility of 
analyzing the interaction of DC with different viruses, 
such as the PRRS virus, and, through this relations-
hip, understand the immunopathology of the disease. 
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tran que en las citocinas proinfl amatorias hubo una 
disminución no signifi cativa en la expresión de IL-1-β 
IL-6 en mDC infectadas respecto de las tratadas con 
el testigo. Por el contrario, se observó aumento no sig-
nifi cativo en la expresión de TNF-α en DC infectadas, 
respecto de las tratadas con mock o testigo (Figura 4). 
En la IL-10 se observó un aumento signifi cativo (P < 
0.05) en las mDC infectadas respecto de las tratadas 
con el mock o testigo (Figura 4). 

Discusión

Los primeros registros sobre la generación de DC en el 
cerdo se hicieron en 2001,3,27  pero en los últimos años 
estos informes han ido en aumento.3,27,29-36 La ventaja 
de contar con esta metodología abrió la posibilidad 
de analizar la interacción de las DC con diferentes 
virus, como con el virus PRRS, y entender mediante 
esta relación la inmunopatología de la enfermedad.  
En estudios previos realizados por este grupo de tra-
bajo, se demostró que las DC son susceptibles al virus 
PRRS,37 lo cual concuerda con los trabajos publicados 
por Charerntantarakul et al.,23 Wang et al.24 y Loving 
et al.22  Aquí se obtuvieron DC derivadas de monoci-
tos, las cuales se infectaron con el virus PRRS para 
determinar cómo se alteran sus funciones por efecto 
del virus.  Se encontró que el virus no modifi ca la 
expresión de CD14 y CD172a, mientras que disminuye 
la expresión de CD80/86 y MHC II.  Estos resulta-
dos coinciden con la baja estimulación alogénica de 
células T encontrada.  Además el virus PRRS afectó la 
producción de citocinas, disminuyendo la expresión 
de ARNm de IL-6 e IL-1 (P > 0.05), y aumentando la 
expresión del TNF-α e IL-10 (sólo el aumento de IL-10 
fue signifi cativo, P < 0.05). 

Al quinto día de cultivo, las células adherentes esti-
muladas con IL-4 y GM-CSF, adquirieron una morfo-
logía de células alargadas, con proyecciones similares 
a las del fenotipo descrito para las iDC en cerdo y otras 
especies.10 Después de la estimulación con LPS, se 
observó cambio en su morfología.  Las células se des-
prendieron de la superfi cie y se observaron fl otando.  
En este caso, el efecto del LPS supone que las células 
han dejado el fenotipo inmaduro y pasaron a ser célu-
las dendríticas maduras.38-40 Para confi rmar que las 
características morfológicas descritas corresponden 
al fenotipo iDC y mDC, se determinó la expresión de 
ciertos marcadores de superfi cie (CD80/86, MHC II, 
CD172a y CD14).  Estas moléculas también fueron eva-
luadas en mDC infectadas para determinar el efecto 
del virus en la expresión de ellas.  El virus PRRS no 
afectó la expresión del marcador CD172a, lo cual era 
natural pues esta molécula se expresa en monocitos/
macrófagos, granulocitos y células dendríticas, y su 
expresión no está modulada por la infección.41  

it decreases the expression of CD80/86 and MHC II. 
These results coincide with the low allogeneic stimula-
tion found in T cells. Besides, the PRRS virus affected 
the production of cytokines, decreasing the mRNA 
expression of IL-6 and IL-1β (P > 0.05), and increasing 
the expression of TNF-α and IL-10 (only the increase 
of IL-10 was signifi cant, P < 0.05).

At the fi fth day of culture, the adherent cells stimu-
lated with IL-4 and GM-CSF, acquired an elongated 
cell morphology, with similar projections to the ones 
of the phenotype described for porcine iDC and other 
species.10 After the stimulation with LPS, a change 
in its morphology was observed. The cells detached 
from the surface and were observed fl oating. In this 
case, the LPS effect suggests that the cells have left 
the immature phenotype and passed to be dendri-
tic mature cells.38-40 To confi rm that the described 
morphological characteristics correspond to pheno-
type iDC and mDC, the expression of certain surface 
markers (CD80/86, MHC II, CD172a and CD14) was 
determined. These molecules were also evaluated in 
mDC infected to determine the virus effect in the 
expression of them. The PRRS virus did not affect the 
marker expression of CD172a, which was natural since 
this molecule is expressed in monocytes/macropha-
ges, granulocytes and dendritic cells, and its expres-
sion is not modulated by the infection.41

In this context, the CD14 is expressed in mono-
cytes and macrophages, although there is controversy 
in its DC expression, since in DC from human and 
murine origin, its expression decreases when maturity 
is induced.42 While in pig, Foss et al.6 found decrease 
in the expression of this molecule, Carrasco et al.27 
did not observed change in the expression. These 
differences can be due to the cytokine concentration 
used in the differentiation, inclusive by the expression 
system of some of the cytokines, or of the clone of the 
antibody used. In certain occasions the expression of 
CD14 in the dendritic cells is kept even after its infec-
tion, like in the case of the vesicular stomatitis virus 
(VSV) and porcine transmissible gastroenteritis virus 
(TGEV).27,30 This last coincides with this study, since 
there were no signifi cant differences (P ≥ 0.05) bet-
ween the percentage of positive cells and MFI, of iDC, 
mDC and infected mDC. Nevertheless, it is necessary 
to highlight that in this study the percentage of posi-
tive cells was very low, approximately 7 % with a MFI 
of 15. These results could be explained by the way in 
which maturity of DC was induced, since the expres-
sion of CD14 is regulated by the concentration of LPS 
used to induce maturity. The lower the concentration 
of LPS used, the lower the expression of CD14 will be, 
which could explain the low expression of this mole-
cule in generated DC, since the used concentration of 
LPS was low.30,38,39
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En este contexto, el CD14 es expresado en mono-
citos y macrófagos, aunque existe controversia en su 
expresión en DC, pues en las DC de origen humano 
y murino, disminuye su expresión cuando se induce 
su maduración.42 Mientras que en el cerdo Foss et 
al.6 encontraron disminución en la expresión de esta 
molécula, Carrasco et al.27 no observaron cambio en 
la expresión.  Estas diferencias pueden deberse a la 
concentración de citocina utilizada en la diferencia-
ción, incluso por el sistema de expresión de alguna de 
las citocinas, o de la clona del anticuerpo utilizado.  
En ciertas ocasiones la expresión del CD14 en las 
células dendríticas se mantiene incluso después de su 
infección, como en el caso del virus de la estomatitis 
vesicular (VSV) y virus de la gastroenteritis porcina 
transmisible (TGFV).27,30 Esto último coincide con lo 
encontrado aquí, ya que no se observaron diferencias 
signifi cativas (P ≥ 0.05) entre el porcentaje de células 
positivas y en el IMF, de las iDC, mDC y mDC infec-
tadas.  Sin embargo, es necesario resaltar que en este 
estudio el porcentaje de células positivas fue muy bajo, 
alrededor de 7%, con un IMF de 15. Estos resultados 
se podrían explicar por la manera en que se indujo la 
maduración de las DC, ya que la expresión de CD14 
está regulada por la concentración de LPS utilizada 
para inducir la maduración. Entre más baja sea la con-
centración de LPS, disminuye la expresión de CD14, 
lo que podría explicar la baja expresión de esta molé-
cula en las DC generadas, ya que la concentración de 
LPS utilizada fue baja.30,38,39  

En el caso del MHC II no hubo aumento en el por-
centaje de células positivas entre las iDC y mDC, pero 
sí en el IMF entre ambas.  Lo anterior sugiere que sólo 
la estimulación con LPS aumenta el número relativo de 
esta molécula en las mDC.6,13,39  El virus PRRS dismi-
nuyó signifi cativamente el porcentaje de células posi-
tivas y el IMF.  Por ello se puede suponer que el virus 
regula la expresión del MHC II y así podría evadir la 
respuesta inmune, como el virus de la varicela zoster 
o el de la hepatitis C.16,17 Resultados similares han sido 
descritos por Wang et al.24 en la expresión del MHC II 
utilizando el virus PRRS a un moi de 1. 

En el caso del CD80⁄86, el porcentaje de células 
aumentó al inducir la maduración, de forma similar 
a trabajos previos.2,6,13,27 Mientras que el virus PRRS 
disminuyó signifi cativamente el porcentaje de células 
que expresan estas moléculas.  Esta expresión baja de 
moléculas de presentación y coestimulación se refl eja 
en la baja capacidad de las mDC infectadas para pro-
mover la proliferación de linfocitos, pues ésta dismi-
nuyó signifi cativamente (P < 0.05) respecto de los 
cocultivos donde se utilizaron DC tratadas no infecta-
das.  Respuestas similares se observan con virus como 
el de la varicela zoster, herpes simple, o virus de la 
hepatitis tipo C.43,44  

In the case of MHC II there was no increase in the 
percentage of positive cells between iDC and mDC, but 
it was an increase in the MFI between both. The afo-
rementioned suggests that only the stimulation with 
LPS increases the relative number of this molecule in 
mDC.6,13,39 The PRRS virus signifi cantly decreased the 
percentage of positive cells and MFI. Therefore, it can 
be said that the virus regulates the expression of MHC 
II; subsequently, it could evade the immune response, 
like varicella-zoster or hepatitis C viruses.16,17 Similar 
results have been described by Wang et al.24 in the 
expression of MHC II using PRRS virus at a moi of 1.

In the case of CD80/86, the percentage of cells 
increased when maturity was induced, in a similar way 
as of previous works,2,6,13,27 while the PRRS virus signifi -
cantly decreased the percentage of cells which express 
these molecules. This low expression of presenting 
and co-stimulatory molecules is refl ected in the low 
capacity of the infected mDC to promote lymphocyte 
proliferation, since this signifi cantly decreased (P < 
0.05) in relation to co-cultures where non-infected 
treated DC were used. Similar responses are observed 
with viruses such as varicella zoster, herpes simplex, or 
hepatitis type C viruses.43,44

The aforementioned coincides with Loving et al.22 
data, except they used poly IC-treated DC treated 
instead of non-infected DC. On the other hand, the 
results of proliferation of this study differ to the ones 
published by Wang et al.,24 since they did not fi nd sig-
nifi cant differences between infected an non-infected 
DC. These discrepancies may be due to the virus strain 
used, the concentration of the virus, and the time of 
infection of DC. In base of the last, it can be said that 
the PRRS virus causes that DC are not capable of 
presenting antigens and correctly co-stimulate T lym-
phocytes, being this a way to modulate the immune 
response. To sustain this hypothesis, the capacity of 
the infected DC to stimulate allogeneic response was 
analyzed. The results indicate that the lymphocyte 
proliferation decreases when infected mDC are stimu-
lated, as a result of the low expression of MHC and 
co-stimulatory molecules that PRRS virus induces, 
which coincides with the reports by Wang et al.24 but 
differs with the published by Loving et al.,22 who did 
not fi nd changes in the proliferation among infected 
cells. They utilized DC isolated from lung, which are 
not infected by the PRRS virus, that could explain, in 
part, that they did not fi nd decrease in the expression 
of these molecules or in the proliferation. 

An important part of dendritic cell function is the 
production of cytokines to induce T lymphocyte diffe-
rentiation. When DC synthesize IL-12 and express 
CD80/86 molecules, they promote the differentiation 
of Th1 cells. On the contrary, if DC synthesize IL-10 
and express levels of CD80/86, the differentiation of 
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In previous studies it was demonstrated that the DC 
are susceptible to PRRS virus,37 which agrees with the 
studies published by Charerntantanakul et al.,23 Wang 
et al.24 and Loving et al.22 DC were obtained here from 
monocytes, which were infected with PRRS virus to 
determine how their functions are altered by the 
effect of the virus. It was found that the virus does 
not modify the expression of CD14 and CD172a, while 

La infección con el virus PRRS modula
la expresión de citocinas en mDC

Se evaluó la producción de citocinas proinfl amatorias 
(IL-1β, IL-6, TNF-α) y la citocina anti-infl amatoria 
IL-10, en mDC infectadas con el virus PRRS para deter-
minar si éste es capaz de modular la producción de 
este tipo de citocinas. Los resultados obtenidos mues-

Figura 3: Respuesta alogénica de células T. Pro-
liferación de células T estimulada durante cinco 
días y evaluada mediante CFSE, a una relación 
DC: linfocitos de 1:10. El porcentaje de prolife-
ración fue determinado para los siguientes estí-
mulos: A) sólo mDC, B) PHA, C) mDC tratadas 
con el mock o testigo, D) mDC infectadas con el 
virus PRRS. Experimento representativo de tres 
realizados, P ≤ 0.05

Figure 3:  Allogeneic T cells response. Prolifera-
tion of T cells stimulated during fi ve days and eval-
uated by means of CFSE, to a 1:10 DC:lymphocytes 
ratio. The percentage of proliferation was deter-
mined for the following stimuli: A) only mDC, B) 
PHA, C) mock- or control-treated mDC, D) PRRS 
virus-infected mDC. A representative experiment 
of three performed, P ≤ 0.05 is shown. 

Figura 4: Expresión de las citocinas TNF-α, IL-10, 
IL-6 e IL-1 en mDC infectadas con el virus PRRS 
a un moi de 0.1 y tratadas con mock o testigo. Los 
resultados se expresan como intensidad relativa 
en base a la relación citocina/GADPH. Se mues-
tra la media y desviación estándar (n = 4).  

Figure 4: TNF-α, IL-10, IL-6 and IL-1 cytokines 
expression in PRRS virus-infected mDC with at a 
moi of 0.1 and mock- or control-treated. Results 
are expressed as relative intensity based to the 
cytokine/GADPH ratio. Mean and standard devi-
ation are shown (n = 4).  
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Lo anterior concuerda con los datos de Loving et 
al.,22 sólo que ellos usaron DC tratadas con PolyIC en 
lugar de DC no infectadas.  Por otra parte, nuestros 
resultados de proliferación difi eren de los publicados 
por Wang et al.,24 ya que no encontraron diferencias 
signifi cativas entre DC no infectadas e infectadas.  
Estas discrepancias se pueden deber a la cepa del 
virus utilizado, la concentración de éste y el tiempo 
de infección de las DC. Con base en lo anterior, se 
puede suponer que el virus PRRS provoca que las DC 
no sean capaces de presentar antígenos y coestimular 
correctamente a los linfocitos T, siendo ésta una vía 
para modular la respuesta inmune. Para apoyar esta 
hipótesis, se analizó la capacidad de las DC infectadas 
para estimular respuestas alogénicas. Los resultados 
indican que la proliferación de linfocitos disminuye 
cuando se estimulan mDC infectadas, como resultado 
de la baja expresión de moléculas de MHC y coesti-
mulación que induce el virus PRRS, que concuerda 
con lo notifi cado por Wang et al.24 pero difi ere de lo 
publicado por Lovinget al.,22 quienes no encontraron 
cambios en la proliferación entre células infectadas. 
Ellos utilizaron DC aisladas de pulmón, que no son 
infectadas por el virus PRRS, lo cual podría explicar, 
en parte, que no encuentren disminución en la expre-
sión de estas moléculas ni en la proliferación.  

Una parte importante de la función de las células 
dendríticas es la producción de citocinas para indu-
cir la diferenciación de los linfocitos T.  Cuando las 
DC sintetizan IL-12 y expresan moléculas CD80/86, 
promueven la diferenciación de células Th1. Por el 
contrario, si las DC sintetizan IL-10 y expresan bajos 
niveles de CD80/86, se estimulará la diferenciación 
de células Th2. La baja expresión de CD80/86, sínte-
sis de IL-10 y TGF-β, inducirá la generación de linfoci-
tos T reguladores (Treg).45  En este estudio se evaluó 
la producción de citocinas pro-infl amatorias (IL-1, 
IL-6, TNF-α) y la citocina antiinfl amatoria IL-10 en 
mDC infectadas para determinar si el virus es capaz 
de modular la producción de citocinas.  Se observó 
aumento signifi cativo (P < 0.05) en la expresión de 
transcritos de IL-10 en mDC infectadas respecto de 
las tratadas con el testigo (testigo sin infectar).  Lo 
anterior concuerda con los resultados encontrados 
por este grupo de trabajo para mDC, en donde sólo 
éstas y no iDC, son capaces de producir IL-10.46 

Respecto de los resultados de las citocinas infl a-
matorias IL-1 e IL-6, se observó disminución no sig-
nifi cativa para ambas citocinas, mientras que en la 
expresión de TNF-α se observó aumento no signifi ca-
tivo.  Estos resultados concuerdan parcialmente con 
Wang et al.,24 quienes describen aumento en la produc-
ción de TNF-α; sin embargo, no detectan incremento 
en la expresión de IL-10.  Estas diferencias se podrían 
deber a que ellos utilizaron ELISA para determinar 

Th2 cells will be stimulated. The low expression of 
CD80/86, synthesis of IL-10 and TGF-β, will induce 
the generation of regulatory T lymphocytes (Treg).45 
In this study, the pro-infl ammatory cytokines (IL-1, 
IL-6, TNF-α) and anti-infl ammatory cytokine IL-10 in 
infected mCD production was evaluated to determine 
if the virus is capable of modulating the cytokine pro-
duction. A signifi cant increase (P < 0.05) was observed 
in the transcript expression of IL–10 in infected mDC 
in relation to control-treated (non-infected control). 
The aforementioned coincides with the results found 
by this work group for mDC, where only these and not 
iDC, are capable of producing IL-10.46

A non-signifi cant decrease of the infl ammatory 
cytokines IL-1 and IL-6 was observed, while the 
expression TNF-α had a non-signifi cant increase. 
These results coincide with those from Wang et al.,24 
who described increase in the production of TNF-α; 
nevertheless, they do not detect increment in the 
expression of IL-10. These differences could be due to 
the fact that they used ELISA to determine IL-10, and 
in the present study it was analyzed through conven-
tional RT-PCR. Likewise, Charerntantanakul et al.23 
did not fi nd increase in the expression of IL-10, only 
when they used monocytes/lymphocytes co-cultures; 
however, in this case it is not possible to discriminate 
between monocytes and lymphocytes as a source of 
IL-10.

The IL-10 is a cytokine capable to modulate DC 
response against viruses because it inhibits the pro-
duction of IL-12,47 and thus it can compromise the 
differentiation of lymphocytes to Th1, essential for 
antiviral response.48 Also, IL-10 produced by DC 
during the activation and differentiation of lympho-
cytes, generates Treg cells, inhibiting with this the 
immune response.45 IL-10 also regulates the expres-
sion of infl ammatory cytokines such as IL-1, IL-6, 
TNF-α, affecting the infl ammatory resoponse.23 It 
decreases the expression of co-stimulatory molecules 
and MHC, inducing a decrease in presenting antigens 
and a null immune response.43 According to the high 
levels of IL-10 transcripts found in infected mDC, it is 
possible that by this mechanism the PRRS virus ablates 
the immune response and be an evasion mechanism. 
The aforementioned could help to explain the immu-
nopathology of the disease, since by modulating the 
DC response, by high levels of IL-10, combined with 
the low expression of presenting and co-stimulatory 
molecules, the PRRS virus would be modulating, in 
part, the immune response against itself.

In conclusion, this work shows that the PRRS virus 
modulates the expression of CD80/86 and MHC II, 
and decreases the proliferation in non-adherent cells. 
In relation to mDC function, the PRRS virus increa-
sed the mRNA expression of IL-10 in infected mDC.
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la IL-10, y en el presente trabajo se analizó a través de 
RT-PCR convencional. Asimismo, Charerntantanakul 
et al.23 no encontraron aumento en la expresión de 
IL-10, sólo cuando utilizaron cocultivos de monoci-
tos/linfocitos; sin embargo, en este caso no es posible 
discriminar entre monocitos y linfocitos como fuente 
de la IL-10. 

La IL-10 es una citocina capaz de modular la res-
puesta de las DC contra virus debido a que inhibe a 
la producción de IL-12,47 y así puede comprometer la 
diferenciación de linfocitos a Th 1, esenciales en una 
respuesta antiviral.48 Además, la IL-10 producida por 
las DC durante la activación y diferenciación de los 
linfocitos, genera células Treg, inhibiendo con esto la 
respuesta inmune.45 La IL-10 también regula la expre-
sión de las citocinas infl amatorias como IL-1, IL-6, 
TNF-α, afectando la respuesta infl amatoria.23 Dismi-
nuye la expresión de moléculas de coestimulación y 
MHC, induciendo disminución en la presentación de 
antígenos y una nula respuesta inmune.43 De acuerdo 
con los altos niveles de transcritos de IL-10 encontra-
dos en mDC infectadas, es posible que por este meca-
nismo el virus PRRS suprima la respuesta inmune y sea 
un mecanismo de evasión.  Lo anterior podría ayudar 
a explicar la inmunopatología de la enfermedad, pues 
al modular la respuesta de DC, mediante altos niveles 
de IL-10, combinados con la baja expresión de molé-
culas de presentación y coestimulación, el virus PRRS 
estaría modulando, en parte, la respuesta inmune 
contra sí mismo. 

En conclusión, este trabajo muestra que el virus 
PRRS modula la expresión del CD80/86 y el MHC II, 
y disminuye la proliferación en las células no adhe-
rentes. En cuanto a la función de las mDC, el virus 
PRRS aumentó la expresión del ARNm de IL-10 en 
mDC infectadas. 
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