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RESUMEN

Elpresenteestud io nospermiti6diferenciar la respuesta inmunol6gica humoral y de

citocinas en los Cerdos Criollos Mexicanos y compararia con los cerdos comerciales

(CCO) F1 Yorkshire-Landrace como indicadores de resistencia a enfermedades. Se

analizaron 76 animalesd ivididosen tres grupos: 26cerdos de la raza CCO,2 5deia

raza cerdo cuino (CG) y 25 de la raza cerdo pel6n mexicano (CPM): lodos

procedentes de la Unidad Acadernica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Aut6nomade Nayarit. Fueron vacunados a los 45 dlas de nacidos con

Bacterina Comercial que conliene cepas de Salmonella, Escherichia coli y

Pasteurella, como retopara establecerla reacci6n inmunol6gica. Se realizaron tres

muestreos: antes de la aplicaci6n de lavacuna paradeterminar niveles sericos de

IgMelgGiniciales, lasegundaalosBdiasdespues ,paradeterminarn iveless ericos

de IgM Y las citocinas interleucina 113 (IL-113l. inlerleucina 4 (IL-4), interfer6n gama

(INF"'Y) Y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el tercer muestreo se realiz6 a los

15 dias despues de lavacunac i6n para determinarnive les sericosdelgG (esde cira

los45,53y60dlas de edad de los cerdos). La determinaci6n de los niveles de las

inmunoglobulinas fue realizada con la tecnlca de ELISA indirecto y la cuantificaci6n

de citocinas en suerose realiz6 mediante kits comerciales, los cualesemplearonel

rnetodo de ELISA sandwich. Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Walis para comparar los

nivelesde IgMe IgG asi como de las concentraciones de citocinas en lasd iferentes

razasdecerdosylapruebadeWilcoxonparaconocerlasdiferencia5 entre los

dislinlos pares de razas. Se encontr6 que los niveles de IgM anti-Baclerina Comercial



fueron mas altos en la raza CPM que en las otras razas antes y despues de la

vacunacl6n. En el caso de los niveles de IgG antes y despues. se encontr6que las

razas de CC y CPM respondieron mejor que los cerdos de raza comercial . Asimismo,

que la producci6n de IL-113 e IL-4, fue mayor en los CPM que en las otras razas. No

seencontrarondiferenciassignificalivasenlre laproducci6n INF-yyTNF-a.

Los resultados obtenidos en este estudio, sugieren que los CPM y en menor medida

los Cc tlenen una mayorcapacidad de respuesla ante una infecci6n encomparaci6n

conlosCCO.



SUMMARY

The present study allowed to differ the immunological humoral response and the

cytokines on Mexican Creolle Pigs in comparison with comercial pigs (CCO) F1

Yorkshire-Landrace as indicators of resistance to sickness. 76 animals were

analized and divided in three groups: 26 commercial pigs (CCO) Yorkshire

Landrace, 25 cuino pigs (CC) and 25 Mexican Hairless pigs (CPM); all of them

picked up from the Unidad Academica de Veterinaria de la Universidad Autonorna

de Nayarit. They were vaccined 45 days after birth with commercial vaccine that

contains Sa/monella, Escherichia co/i andPasteurella, as a challenge to establish

the immunologic reaction. Three samples were taken, the first one, before the

vaccine application to determine inicial IgM and IgG,serumlevels, the second one

8 days later, to detect IgM serum levels and cytokines such as interleukin 113 (IL

113). interleukin 4 (IL-4), gamma interferon (IFN-y) and tumor necrosis factoralfa

(TNF-a). the third one sample was taken 15 days after the vaccine to determine

IgGlev els (tosay45, 53 and 60 days of the age of the pigs). The measurements

of the immunoglobulines levels were made by ,using indirect ELISA and the

cytokines quantitation in serum was realized with a commercial kit by using the

ELISA sandwich method. Results were analyzed with the non-parametric Kruskal

wallis test to compare the IgM and IgG levels and the concentrationsofcy1okines

in the different race of pigs as well. The Wilcoxon test were used to know the

differences between pairs of races. We found that the IgM anti-commercial

vaccine levels were higher in the race CPM than in the other races before and

after vaccination. In the case of the levels of IgG before and after vaccine

treatment, the races of CC and the CPM had a better response than the

commercial races of pigs. There were no significant differences in the IFN-y and

TNF-apro duction.

The results from this work, suggest that the CPM and in minor level the CC have a

higher capacilylo respond10 infection as compared to the CCO
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Un alto porcentaje de las razas dornesticas que proveende alimentoalahumanidad

estan en peligro de extinci6n. Las razas indigenas poseen comunrnente rasgos

valiosos tales como adaptaci6n a condiciones diflciles, incluyendo tolerancia a

enfermedades parasitarias e infecciosas, sequia y calidad alimenticia pobre (CVID,

2003; Sierra, etal.,2003).

Por 10tanto, el rescate y aprovechamiento de recursos geneticos nativos como el

cerdo criolio mexicano podria ser un especirnen fructlfero de investigaci6n por

muchos aiios. En Mexico, recientemente se Ie ha dado un impulso importante al

estudio de los recursos geneticos animales, toda vez que se ha comprendido la

relevancia de las variantes geneticas tan exlensas, pero tan pobremente

caracterizadas, rnas aun cuandosetratadepoblacionescrioliaso nativas(Mariscal ,

1998; Sierra,etal., 2005).

EI Cerdo Criolio Mexicano (CCM) fue reportado por la FAD como un cerdo en peligro

deextinci6n(FAD, 2000);es una especie pocovalorada , se cree que fue introducida

en Mexico en tiempos de la conquista, que de forma natural ha sobrevivido a

distintas condiciones ecol6gicas incluyendo factores infecciosos y limitaciones

nutricionales. Es fuente de gran diversidad biol6gica, adernas de suponerse alta

resistencia aenfermedades (Flores, 1992; Lemus, et et., 2003).

Lagranimportancia agropecuariadelcerdoha propiciado un notable incremento de

las investigaciones dedicadas al sistema inmunol6gico de este animal. Sin embargo,

no se pcora contribulr a una reducci6n de lasenormes perdidas econornlcas, sin un

mejor conocimiento del sistema inmunoloqico porcino (SaalmOlier,1998).

La producci6n de anticuerpos por parte ' de las celulas plasrnatlcas con la

panlcipacion de los linfocitos B es uno de los mecanismos mas efectivos en la

respuesta especifica ante microorganismos. Las inmunoglobulinas se



especlficamenlea losantlgenosponiendoenconlacloalpal6genoconelfagocilo

encargado de deslruirlo (Sanchez-Vizcaino, 2004; Goldsby, elal., 2004).

IgM es la primera inmunoglobulina que se produce en una respuesla inmune; sin

embargo, liene un liempo medio de vida corto (aproximadamenle 5 dias). La IgM es

unainmunoglobulina particularmenleefectivafrenlea un gran numerodebaclerias

Gram negalivas y puede neulralizar agenles virales (Abbas y Lichlman, 2004; Rojas,

2004).

IgG esel anlicuerpo rnas lmportante en la respuesla secundaria, el papel de esla

inmunoglobulina en la respuesla humoral es vital, la canlidad de anlicuerpos es

mayor que en la respuesla primaria e indica que hay memoria inmunol6gica, liene

mayorafinidad por los antlgenos, yes una opsonina. Participaen las reaccionesde

aglulinaci6nyprecipilaci6n.(Tizard,2002).

EI desarrollo de una reacci6n inmunilaria efecliva incluye celulas linfoides,

inflamalorias y hernatopoyeticas. Un grupo de proleinas, que se designan en

conjunlocomocilocinasparaindicarsuacci6nenlacomunicaci6ninlracelular,media

lasinleraccionescomplejasenlrecelulas(Margni,1996) . Lascilocinassonungrupo

de pollpeptidos sinlelizados por el huesped en respuesla a diferenles eslimulos

inmunol6gicos. Pueden afeclar diferenles funciones celulares y estan involucradas

en la inmunidadyla respuesla inflamaloria. Eslas prolelnas regulan tanto el inicio,

manlenimienlo y delerminaci6n dellipo de respuesla inmune y el mecanisme efeclor

deresislenciaconlraagenlespaI6genos(Fresno,ela/., 1997).

Debidoa la presi6n de selecci6n inlensa que serealizaaclualmenleen las razasde

cerdosconaltaexplolaci6ncomercial ,sehapropiciadoquedisminuyanolablemenle

su variabilidad genelica; 10que haocasionado la fijaci6n de rnutaciones genelicas

indeseables, asl como ta disminuci6n de resistencia a enfermedades (Fujii, el al.,

1991; O'Brien, etal., 1993).
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En estudios moleculares realizados (Lemus, at af., 2001; Canul, at af., 2005,

Martinez, at af., 2000, Martinez, at af., 2005) se ha demostrado que los cerdos

criollostienen mayorhelerocigocidad, porloque eslo pudiera serdeterminanlede

una posibleres istenciaa enfermedades.

En Nayarit, Mexico; como en algunos palses de America, se dispone de cerdos

criollos que han sobrevivido por mas de 500 alios sin control sistemalizado de

producci6n nisalud,loquehacesuponerquecuentancon una alta resislenciaa

enfermedades. (Benitez y Sanchez, 2001; Lemus y Alonso, 2005).

Por estas razones el presenle estudio nos permitira diferenciar la respuesta

inmunol6gica en los Cerdos Criollos Mexicanos y compararla con los cerdos

comercialesF1 Yorkshire-Landraceenlaetapadedesarrollo.



1.1 HIPOTESIS

Existen diferencias en indicadores de resistencia a enfermedades entre poblaciones

decerdocriollo mexicano y de razac omercial

1.2 OBJETIVO GENERAL

Establecer las diferencias en la respuesta inmunol6gica humoral entre poblaciones

de cerdoc riollom exicanoy derazacomercial.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar y comparar los niveles de anlicuerpos IgM e IgG contra fa vacuna

Bacterina Comercial en cerdos de las razas CCO. CC Y CPM.

-Cuantificar las citocinas: (IL-1!3. IL-4, TNFa e INF-y) en suero de cerdos de las razas

ceo, CC y CPM.



II. REVISION DE L1TERATURA.

Eisistemainmunitarioconstituyeialineadedefensadelos organismosvivosf rentea

lospat6geno s. Sufunc i6n principal consiste en evitarla colonizaci6n, multiplicaci6n e

invasi6n de los tejidos por virus, bacterias, hongos, protozoos y helminlos.

2.1 SISTEMA INMUNITARIO DELCERDO

AI igual que en otras especies de mamiferos domesticos, el sistema inmunitario del

cerdo esta constituido pcr celulae, tejidos, 6rganos linfoides y factoressolublesquele

permitenreaccionarfrenteaagenlesextrai'ios,generarmemoria inmunologicapara

una segunda posible infecci6n y preservar sus propias estructuras. Sin embargo,

esta especie presenta una serie de diferencias morfol6gicas y funcionalesprop ias.La

estructura invertida(corteza /medula)deln6dulodela linfadelcerdoespeculiar,pero

no restringida a los cerdos (Figura No.1); esta estruclura anat6mica se encuentra

tarnbien en el elefante, rinoceronte, delfin, hipop6tamoyn6dulosdelalinfadeljabali

(Binns, 1982; Goldsby, etal., 2004).

- Figura No.1 . Esquema comparativo del ganglio linfatico de cerdo (A) y del humane

(B). Se puede observar la distribuci6n celular y circulaci6n lintatica (Sanchez

Vizcalno,2004Goldsby,ela/.,2004 ).



2.1.1. ORGANOS L1NFOIDES

Los orqanos y tejidos Iinfoides se dividen sequn su funclon, en primarios y

secundarios. Los primarios (rnedula osea y timo) son los sitios principales de

produccion, requlacion y dlferenciaclon -de celulas linfoides. En estos arganos

primarios,loslinfocitos se diferencian a partir de las celulas primordialeslinfoides,

proliferandoymadurandohastaconvertirseencelulasfuncionaleS.Enlosmamiferos

lasdistintaspoblacionesdecelulasTmaduraneneltimoylascelulasBenelhlgado

fetal y rnedula osea, Los organoslinfoides secundarios (bazo, ncdulos Ilnfatlcos.

placas de Peyer, amigdalas adernas de tejidos linfoides existentes en piacas de

peyeryperibronquial)tienenlafunciondecaptaci6nyprocesamientode anligenos

ya que en ellos se dan las condiciones para que 105 linfocitos T y B

inmunocompetentes recien formados puedan interaccionar entre sf y con los

antlgenos, pudlendose generarde esta manera la respuesta inmune (Barret, 1993;

Sanchez-Vizcaino, 2004).

Losganglioslinfaticosrelienenalosanligenosquepuedanllegaratraves de 105

Iiquidoslinfaticosyprocederasupresentaci6nyprocesamientopormacr6fagosylos

linfocitos que 10 componen; son 6rganos encapsulados conslituidos por capsula,

corteza y medula; y una zona mal definida que separa a ambas, lIamada

paracorteza,seencuentrandislribuidosportodoelorganismode 105 mamiferos. En

el cerdo, lo~ ganglios presentan caracteristicas diferentes con respeclo a olras

especies domestlcas al lener estruclura invertida (Figura No.1). La corteza se

encuenlraenlazonacentraldelganglio.Porolraparte, lamedulaseencuenlraenla

periferia del ganglio, no posee senos iinfaticos 0 estructuras similares yesla

conslituida por un enlramado uniforme y difuso de celulas en vez de cordones y

senos(Goldsby, elal., 2004, Sanchez-Vizcalno,2004) .

En la mayoria de las especiesanimales , la salida de 105 linfocitos es a traves de los

- vasos jntatlcos eterentes, mienlrasqueenelcerdoeslosemigrandirectamenlede

nuevo a lacorrientesanguinea atravesdelosvasosque irrigan a losganglios.



Resultando que se encuentren muy pocos linfocitos en la linfa del cerdo (Sanchez

Vizcalno,2 004).

Las celulas que forman el sistema inmune porcino son muy variadas tanto en su

estruclura como en su funci6n. Todas proceden de una celula madre pluripotencial

de la mMula 6sea, de laquesediferenciandos IIneasdislintas: La IInea mieloide y

lallnea Iinfoide (Figura No. 2).

Figura NO.2. Representaci6n de las dos IIneas que forman el sistema inmune

(Sanchez-Vizcaino, 2004).

2.1.2.1. Linea Mieloide

La linea mieloide; de la que derivan las. celulas denominadas accesorias 0

. presentadoras de anllgenos que, aunque no responden por mecanismos de

especificidad, forman parte de la inmunidad natural 0 innata, y juegan un papel



esencial en la iniciaci6n de la inmunidad adquirida. Las celulas accesorias incluso

pueden actuar como celulas "efectoras en algunos mecanismos inmunitarios. Esle

grupo de celulas presentadoras de antlgeno esta formado por: monocitos y

macr6fagos, granulocitos (eosin6filos, neutr6fi1os y bas6fi1os) y por celulas

dendriticas (Figura No. 2) (Barret, 1993; Sanchez-Vizcaino, 2004).

a) Monocitos/macr6fagos

Presentan el ejemplo mas claro de poblaci6n celular critica para lainmu nidadn atural,

y necesaria para desempeiiar una funci6n central en la inmunidad adquirida

especifica. Los macr6fagoscaptu ranydestruyen particulasextraiias a traves de la

fagocitosis. EI procesode fagocitosis constade cuatrofases: quimiotaxisqu ees la

migraci6n dirigida de los macr6fagos; adhesi6n del fagocito al pat6geno para su

captura;ingesli6npropiamentedichaydigesti6nqueesladestrucci6n del pat6geno

medianteenzimasliticasylaexpulsi6nde losdetritusresultante5 (Vinay et a/., 2005).

Adernas los macr6fagos actuan como celulas presentadoras de antlgeno para los

Iinfocitos T cooperadores (Th). Para responder adecuadamente a los antlgenos,las

celulas T necesitan que estos Ie sean presenladosa traves del complejop rincipalde

histocompalibilidad para que sean reconocidos. La presentaci6n de anligeno se

realiza a traves de las celulas presentadoras de anligeno (CPA), fundamenlalmente

celulasdendl"lticasymacr6fagos, siendo un paso crucial enel iniciode iarespu esta

inmunitaria. Algunos Iipos de celulas adernas de su funci6n propia, poseen la

capacidad de actuar como celulas presentadoras de antlgeno (celulas B). Asi

mismo, existen celulas que al ser esti~uladas por factores solubles (INF-y y TNFa)

puedenser capacesdepresentarantigenos (astrocitos,c elulasfo Iiculares,endote lio,

fibroblastosyotros (Glimchereta/., 2000 ).

_ Por otra parte, producen mediadores solubles (citocinas) que participan en forma

activa en la modulaci6n de la respuesta inflamatoria e inmune. Los

monocitos/macr6fagosproducenysecretancinco citocinaspr incipales: IL-1, IL-6,IL-



12, IL-16 y TNF-a, asl como una gran variedad de cilocinas menores. Su producci6n

esactivadaporunadiversidaddeestimulos,comobacteriasysusproduelos eomo

endotoxinas, leucotrienos, componentes activados del complemento,

inmunocomplejos, seiializaci6n de linfocitos T, TNF-a. GM-CSF y la propia IL-1.

Estas citocinas inducen un efeeto pro-inflamatorio, estimulan la secreci6n de otras

eitocinas, participanen la activaci6n, proliferaci6n ydiferenciaei6n celular asl como

en el conlrol de la respuesla inmune. Todas eslas cilocinas tienen funciones

parecidasen terminos generales (Paul,e t al., 1994; Abbasy Lichtman, 2004).

b) Granulocitos

EI tipo celular mas importante del sistema mieloide es el granulocito neutr6fi1o

polimorfonuclear, que en general recibe el nombre de neulr6filo. Se trata de celutas

quedespuesdeformarseen la medula6sea emigran haciaellorrenle sangulneo

antes de pasar al interior de los tejidos, su vida total es de pocos dlas. En la

circulaci6nexistendosgruposdeneutr6filos, uno circulante y otro cuyas celulas se

encuenlransecuestradasenlamicrovasculalura.Duranlelasinfeccionesbaclerianas

elnumerodeneulr6filoscirculantesueleincremenlarseyaqueson liberados los que

seencuenlranenlamedula6seaydelascelulasqueseencuenlransecueslradas.

Su funci6n es caplurar y deslruir partlculas extranas como baclerias invasoras, a

Iravesdelafagocilosis(T izard,2002) .

c) Celulasdendriticas

Elprocesam ientodelantlgenoporlosmacr6fagosno resullaeficienle,d ebido a que

una buena parte de el es deslruida por proleasas lisos6micas. De hecho, puede

considerarsequemacr6fagosylinfocitos Bs on cetulas que tienen otrasprioridades:

los primeroscapturanydestruyen invasores, mienlras que los segundosproducen

anticuerpos.Lascelulaspresenladorasdeantlgenomaseficientes son las lIamadas

. celulas dendnticas. Resullanesencialespara iniciarlasinmunorreaccionespr imarias

yregularlaactividaddeloslinfocitos.Monitoreanelmedioambientea niveld elaplel



yde las mucosas en buscade pat6genos, a los cuales capturan yprocesan para

extraer de ellos las moleculas mas lnrnunoqenlcas y presentarlas a los linfocitos T en

los 6rganos Iinfoides secundarios, ganglios ybazo . Activan a los linfocitos T, actuan

tanto en los mecanismos de inmunidad innata como adquirida, participan en el

desarrollodealgunlipodetolerancia,fagocitancuerposapopt6licos,activanalas

celulas asesinas naturales. Capturan y exhiben grandes cantidades de antigeno

procesado, y en conjunto forman una red ampliamente distribuida de celulas

presentadorasdeantigenolacualseencuentraentodoslos6rganosexcepto,

encefalo, partes del ojo y testiculos. Dicha red es especialmente densa en tejidos

como qanglioe lintatlcoe, piel ysuperficies mucosas (Tizard,2002 ; Rojas,2004 ).

2.1.2.2.Unealinfoide

Responsablede lIevara cabo las principalesfuncionesque caracterizan al sistema

inmuneyque Ie permite reaccionarfrente a moleculas extranas de formaespec ifica,

asicomorecordarlasparaunafuturaposibleinvasi6n(memoria) (Figura No. 2).

Los linfocitosson las unlcas celulas inmunocompetentescapaces de reconocerde

forma especifica los antigenos. Estas celulas son las responsables de las tres

principales caracterlsticas del sistema inmune: Diferenciaci6n de 10 propio,

especificidad y memoria. Son morfol6gicamente hornoqeneas aunque constan de

varios subqrupos que realizan funcionesdiferentes. Loslinfocitossonpequenas

celulas redondeadas que se originan en la rnedula 6sea, maduran en diferentes

6rganos generadores y se localizan en tejidos linfoides perlferlcos anat6micamente

definidos como timo, ganglios Iinfaflcos y bazo; su tarnano varia entre 7 y 15 urn de

diametro, se encuentran en la sangre y en 6rganos linfoides como timo, ganglios

linfaticos y bazo; su tamano varia entre 7 y 15 IJmde dlarnetro, (Abbas y Lichtman,

2004).

Loslinfocitosporcinosseproducenenlos6rganoslinfoidesprimariosengrandes



proporc iones . En la rnedula 6sea se originan los lintocilos B, responsables de la

respuesla humo ral y en ellimo se originan los linfocilos T , respo nsab les de la

respuesla celular. Parte de estes linfocil os emigran a los 6rganos linfoides

secundarios para formar las zonas T 0 B dependienles (Cu adro No.1 ). (Sanchez-

Vizca lno ,2004).

Cuadro No.1 Caraclerlslicas que idenlifican a los lintoc ilos B y T (Tizard , 2002 ).

PROP IEOAO lINFOCITOS B L1NFOC ITOS T

Silios de desarro llo Medula 6sea , bolsa Timo

Fabricio , placas de

Peyer ,

Oislr ibuc i6n Corteza de gangl ios Paracorteza de ganglios

lintat icos linfal icos

Foliculosesplenicos. Va inaperiarteriolaresplenica

Circulaci6nensangre No SI

Receploresdeanligeno BCR-inmunoglobulina TCR -helerodlmero de

prole ina

An ligenos de superficie Inmunog lobu linas Se relaciona con C03 , C0 4

importanles oCOS

C02 , C03 , C04 0 CDS

Mil6genos Filolaca ,lipopolisacarido Filohemaglulin ina ,

concanavalina A, vacuna

BCG,fitolaca

Anligenosreconocidos Proleinasextrarias libres Prote lnas extrarias

procesadas, en anligenos

MHC

Inducci6ndetolerancia Oificil Facil

Celulas de progen ie Celulas plasmat icas , Lintocitos T etecl ores, de

celulas de rnemor ia mem oria

Productossecretados Inmunoglobulinas Cilocinas

11



a. LinfocitosT

Los linfocitos T juegan un papel fundamental en la respuesta inrnune, en los

mamiferosloslinfocitosTdirigenyregulanlarespuestainmuneysecaracterizanpor

sercapaces de reconocerespecificamente antlgenosextraiios asociados aantlgeno

leucocitario porcino (SLA) tipo I 6 II. Denlro de la poblaci6n de los linfocilos T. se

c1asificanvariossubliposdefinidosporsuscaraclerislicasfenotlpicasfuncionalese

incluso por sus distinlos procesos de diferenciaci6n. Gracias a la producci6n de

anlicuerpos monoclonales (mAb) frenle a los linfocilos porcinos, se han podido

diferenciar varias subpoblaciones de linfocilos T de cerdo, aqrupandose en los

denominados "cluster" de diferenciaci6n (CD) en virtud de sus diferencias antiqenicas

yfuncionales (CuadroNo .1)(Linlonetal., 2003; Sanchez-Vizcaino, 2004).

Los receplores de anligeno en los linfocilos T (TCR) (Figura No.3), se localizan

unicamenleen lasuperficiedeeslas celulas. Cada IinfociloT posee alrededorde 30

000 TCR identicos. Debido a que lodos los TCR presenles en una celula dada son

identicos, cada linfocilo T s610 podra unirse a un peptide antiqenlco especifico y

reaccionar con el. Cada TCR consla de dos cadenas polipeptidicas de uni6n a

antigeno vinculadas con un gran numero de otras glucoproleinas. Eslasamplificanla

seiial generada al unirse con un antlgeno con el TCR, y la Iransmilen al linfocilo. Se

han idenlificado dos tipos de TCR. Eslos receplores son: Receplor a-p (TCR n-B) y

Receplor y- ~ (TCR y-li ). EI Receplor a-p orepresenla enlre el 40 al 60% de los

linfocilos de sangre periterlca. Los linfocilos T ap son: Linfocilos T CD4 (Linfocilos T

cooperadores) y Linfocilos T CDB (Iinfocilos T Cilot6xicos). EI receplor 'r: s (TCR

y-li) ,presenteenlamayorladelascelulasdenominadascelulasnulasseencuentran

abundanlemenle en las mucosas (Tizard, 2002; Sanchez-Vizcaino, 2004).



. . .. . I
Figura No. 3 Diaqrarna esquematico del complejo TCR a- po Formado por sus

dominios constantes (Ca y CP) y variables (Va y VP) (Abbas y Licht~an , 2004).

a.1 LinfocitosTh1 yTh2 j
Dentro del proceso de la respuesta inmune especifica. las celul 5 del sistema

inmunol6gico (Iinfocitos B, fagocitos y otros linfocitos T) lnteracclonen con los

linfocitos T para induciren ellos la activaci6n, divisi6n y uiferenciacion. Esta relaci6n

se lIeva a cabo de dos maneras: por contacto directo entre mOIE~CUla~ de membrana

ymediantelasecreci6ndemediadoressolubles(Kidd ,2003) . j
Tras la presentaci6n de anligenos y por el efecto de ciertas citocin 5, los linfocitos

CD4 pueden polarizarse en sus acciones, particularmente su Iproducci6n de
I

citocinas, de tal modo que favorezcan la respuesta inmune celular(Th1) 0 humoral

(Th2). La producci6n decitocinas porlos macr6fagos y otros tipos 1elulares en las

. primeras fases de la infecci6n define el patr6n Th1 0Th2 que S[ producira en

respuesta a un agente extrano , La liberaci6n de interfer6n (INF-y) e 1 -12 inducen la



diferenciaci6n de las celulas Th a las celulas Thl , en tanto que la IL-4 e IL-l 0

inducen la polarizaci6n Th2 (Glimcher, at al., 2000; Abbas y Lichtman, 2004).

Los lintocttos T de ayuda producen muchos tipos de citocinas distintos que

pertenecen ados categorias principales: Las generadas por linfocitos Thl y las

elaboradasporlinfocitosTh2. En general las cilocinas que derivan de las celulas Tht

tiendenapresentaraclividadesbiol6gicasquesecontraponenalasactividadesde

lascitocinas derivadas de las celulas Th2. Porcons iguiente, lagenerac i6n deThl y

Th2 es regulada por el equilibrio entre estes dos grupos (Harris, at al., 2000;

Glimcher,ata/., 2000).

Los Iinfocitos Th1 y Th2 se distinguen por las citocinas que producen y el tipo de

respuesta inmune en laq ue intervienen. Los linfociiosTh1 producen INF-y, faetor de

necrosis lumoral-beta (TNF-13), IL-2 e IL-B, los cuales activan a los Iinfocilos COB y

celulas asesinas naturales. Esta polarizaei6n Thl supondra un predominio de la

respuesta inflamaloria y citot6xica. Por su parte los linfocitos Th2 secretan una

mezeladeeitoeinaseomo IL-3,IL-4, IL-5, IL·9, IL-l0e IL-13, entre otras; y por 10

general cooperan para que los Iinfoeilos B produzean inmunoglobulinas. Son

coeslimuladas porlL-l para producirestas cilocinas (Figura No. 4) (O'Garra, etal.,

2004; Kidd,2003 ).

Figura NO.4Citocinasysusfuneiones (Ramirez, 1996).



b.Otroslinfocltos

Adernas de los Iinfocitos T y-6 anteriormente denominados celulas nulas y que

realmente son una subclase de los Iinfocitos T, existen otres Iinfocitos de gran

importanciaenlarespuestainmunenaturaloinnataenlaespecieporcina,conocid06

comocelulasNK(Tizard,2002) .

Las celulas NK presentan una aclividad citot6xica frente a celulas infectadas por

virus y celulas tumorales, aunque no las reconocen por un estlmulo antiqenico

especlfico (las NK no expresan TCR), ni esta restringida per el SLA, como ocurre con

los Iinfocitos T (COB). Sus mecanismos de activaci6n se inician al reconocer, de

forma natural, celulas que no expresan adecuadamente el SLA, como ocurre en la

mayorla de las celulas infectadas por virus. Por otra parte Iiberan mediadores

solubles (citocinas) tales como TNF e INF-y 10 que permite la estimulaci6n de

diferentes mecanismos Iinfocitarios (Kurita, et al., 2001; Sanchez-Vizcaino, 2004).

Los lIamados linfocitos B (0 celulas B), se originan en la rnedula 6sea, aunque

maduran en las placas de Peyer 0 en la propia rnedula antes de emigrar a los

6rganos linfoides secundarios. Se encuentran en la corteza de los ganglios linfatlcos,

en folfculos ~entre de placas de Peyer y bazo, yen la zona marginal de la pulpa

blanca esplenlca (AbbasyLichtman, 2004). En sanqre periferica, los linfocitos B del

cerdo suponen entre elB a11B% de los linfocitos totales. La membrana de los

linfocitos B esta formada por un gran nurnero de rnoleculas, muchas de las cuales se

han podido irestudiando gracias a los mAb. Deentreellas,es importantedestacar,la

conocida como complejo BCR (B Cell Receptor) (Figura No.5) receptor de celulas B

(Parslowetal., 2002).



Figura NO.5 Diagrama esquerna tico del complejo BeR. (Abbas y Lichtman, 2004)

Los IInfocltos B actuan como mediadores de la inmunidad humoral especifica y

producen anticuerpos 0 inmunoglobulinas. Los anlicuerpos se producen en una

forma asociada a la membrana y en una forma secretada (anticuerpos). Las

inmunoglobulinas de membrana son sintelizadas por las propias celulasByquedan

insertadasenlasuperficiede membrana donde actuan comorecepto res antiqenicos

especificos. Porsu parte,los anticuerpos sonprote inas que se encuentran Iibres en

el suero y que se unen especificamente a los anligenos poniendo en contacto el

pat6geno con el fagocito encargado de destruirlo (Pistoia, 1997; Sanchez-Vizcaino,

2004).

Una vez que se ha lIevado a cabo el contacto con el anligeno , las celulas B se

~ aclivan proliferan y sediferencian en celulas plaematicas 0 celulas secretoras de

anticuerpos. Una parte de los linfocitos B activados no se diferencian en celulas

plasrnatlcas, sino que se convierten en celulas de memoria que seran las

responsables de la producci6n de una respuesta mas rapida e lntensaen elcasode

un nuevo contacto con ese anligeno. Asi mismo, las celulas B pueden producir

citocinas (IL-1,I L-2,IL-4 .IL-6,IL-7 ,I L-8, IL-12, interfer6n gamma, factor de necrosis

tumoral alfa, entreotras), asi como responder ante elias, actuando ademas como

celulas presentadoras de antigenos a los linfocitosTh (Tizard 2002).



c.1.C6IulasplasmAtlc s

Las celulas B productoras de anticuerpos a menudo evolucionan a formas

' especiallzadas llamadas celulas plasmaticas (plasmocltos) se originan de linfocitos B

eslimuladosporantlgeno. Lascelulasplasmati cas seencuenlran s61oen 6rganos

IInfoidesyenloslugaresderespuestainmunitaria,ynormalmente no circulan poria

sangreolalinfa. (Parslow afBI., 2002 ; Abbasy Lichtman, 2004 ).

Las cetulas plasrnatloasson ovoides y tienen de 8 a 9 IJm de dlarnetro el mlsmo

dlametro que su celula B progenitora,tie nen un nucleo similar grandeyredondeado,

elcitoplasmaabundantecontieneunretlculoendopla smicorugosodenso,qu e es el

dep6slto ribosomal trpico de las celutas con funci6n activade slntesis de protelnas

(las inmunoglobulinasyotras protelnassecretadasydemembrana).A diferenciad e

las celulas proqenitoraa, las celulas ptasmatlcas no s610sintetizani nmunoglobulinas,

sino que tarnblen las secretan. Sin embargo, una sola celula plasmatlca no secreta

todasl asformas estructuralesd e inmunoglobullnas. Elpr oceso de la conmulaci6n de

c1asedeinmunoglobulinaobliga a la celula plasmatlca a la producci6nd e una sola

Inmunoglobulina. Se cree que lae celulas plasmatlcasson celutas ens u fase final de

diferenciaci6n con una capacidad nula 0 escasa de divisi6n mit6tica, y son, en

esencia, factorlas para la slntesis y labricaci6n de inmunoglobulinas (Tlzard 2002 ;

Abbas y Lichtman, 2004) .

c.2. lnmunoglobulinas-antic uerpos

Laproducci6ndeanticuerposporpartedeiosiinfo citosB esunodeio sm ecanlsmos

mas electivos en la respuesta especlfica ante microorganismos. Cada rnolecuia de

Inmunoglobulina, independlentemente de su Isotlpo, esta lormada, genericamente,

pordoscadenaspolipeptldicasligeras ydoscadena spesada sun idasporpuentes

disulfuro. Dentro de la rnolecula se puedenreconocer dos regiones, una regl6n

variable (Fab), implicada en la uni6n del antlgeno y donde se encuentra la

especificidad de la Inmunoglobulina,y una regi6ncon slante (Fc) (Figura No. 6), que



-es la mediadora de las funciones efectoras del anticuerpo y determina el tipo y

subtipo de inmunoglobulinas que se producira (Sanchez-Vizcaino, 2004).

Tanto lascadenas pesadas como las ligeras, estan formadas por unas estructuras

proleicas conservadas denominadas dominio de inmunoglobulinas. las cadenas

Iigeraseslanformadas pordosdominios, uno variable (Vl) yolro conslanle (Cl)y

las cadenas pesadas por una parte variable (VH) y Ires (lgG e IgA) 0 cuatro (lgM e

IgE) conslanles (CH1, CH2, CH3 y CH4) (Figura No.6) . los dominios son identicos

en las dos cadenas ligeras enlre si y en las dos cadenas pesadas. En las cadenas H

tarnbien existe una regi6n adicional, que no forma parte de los dominios, denominada

regi6n bisagra. la regi6n bisagra esta localizada enlre los dominios CH1 y CH2 y

permile la movilidad a las inmunoglobulinas (Sanchez-Vizcaino, 2004).

Figura No.6. Eslruclura de los dominios de las inmunoglobulinas. En las cadenas

ligeras exislen dosdominios, uno variable (Vl) y olro conslanle (Cl) . las cadenas

pesadas presenlan un dominic variable (VH) y Ires 0 cualro conslanles (CH)

(Sanchez-Vizcaino, 2004).



Los dominios variables (VL y VH) tienen como funci6n la uni6n al antigeno y por

tanto, son los responsables de laespecifi cidadde la inmunoglobulina, mientras que

losdominiosconstantes permiten la diferenciaci6n de los cinco isotipo de cadenas

pesadas (ft,'Y,E,n ,ll) que formaran las inmunoglobulinas (lgM, IgG, IgE, IgA e IgO) y de

los dos tipos de cadenas Iigeras: capa (K) y landa (A.) . Asl como, son los

responsables de las funciones efectoras de las inmunoglobulinas (fijaci6n del

complemento, receptorescelulares , etc.) (Sanchez-Vizcaino, 2004).

En el cerdo se han descrito cuatro isotipos de inmunoglobulinas, IgM, IgG, IgA e IgE

ylaposibleexistenciadela IgOporcinaquetodavla no se ha podidod emostrar en

forma concluyenle (Sanchez-Vizcalno, 2004).

Laconcenlrac i6ndelas inmunoglobulinasporcinasenlalechematernaes: IgG 1.3,

IgM 0.3-0.9, IgA 3-7 mq.ml," yen el calostro de 30.70, 2.5-3.2 Y 9.5-10 mq.rnl,"

respectivamente. La IgE que represenla s610 el 0.01% se ha podido delerminar

medianlemelodosfuncionales,inclusoinducidaporlapresencia de virus comoelde

la Pesle Porcina Africana (Sanchez-Vizcaino, 2004)

En la placenla no exisle Iraslado alguno de inmunoglobulinas malernales por

circulaci6n felal, por consiguienle, el caloslro manliene a los lechones en un

ambienle Iibre de germenes por 10 que eslos son un excelenle modele para

diferenclar eatre reacciones inmunes innalas y estimulos a los antigenos exlernos

(Tlaskalowa-Hogenova, et al., 1994).

Comoes biensabido, la producci6ndecaloslroduraunaspocas horas, demanera

quelosanlicuerposaslingeridosseranlalmicaprolecci6nfrenleamicroorganismos

pal6genos, hasla que el sistema inmune dellech6n sea capaz de producir sus

propiosanlicuerpos (Ouran,1990) .

A partir de la lercera semana de vida, el lech6n comienza a ser inmunocompelenle,

es decir comienza la propia producci6n de anlicuerpos, y no es hasla la sexta u



.octava semana de vida cuando ya completo su maduraci6n inmunol6gica (Buxade,

1996).

La IgMeslaprimerainmunoglobulinaen producirsetras una respuestainmuneyes

el isotipo predominanteen la respuesta primaria, es producida y secretada porlas

celulas plasrnaticas del bazo, los ganglios linfaticos yla rnedula 6sea. Mienlras se

encuenlra en la superficie dellinfocilo By actua como BCR (Figura No. 7A), la IgM

es un mon6mero de inmunoglobulina. Sin embargo, la forma secrelada es un

polimeroyque consta de cinco (a veces seis) subunidades enlazadas en circulopor

puentes disulfuro. Un pollpeptido pequeno rico en cisteina, denominado cadena J,

unedosdelasunidadesparacompletarelcirculo(Figura No. 7A) (Tizard,2002) .

Figura No.7 (A) Diagrama esquernatlco de la molecula IgM secrelada. (B) Diagrama

esquematico de la rnolecula de IgM unida a la membrana en la superficie de un

linfociloB. (Abbas y Lichlman, 2004)

La IgMeslasegundainmunoglobulinaenconcenlraci6nensuero,despuesdelalgG

represenlandoenlre10yun 12% del lola I de inmunoglobulinas porcinas ya que la



IgG proporciona e180% del total, mientras que la IgA eI 7.09% y la IgE menos del

0.01%, siendo s610un componente menor (Sanchez-Vizcaino. 2004).

EI papel de la IgM es de gran imporlancia como primera inmunoglobulina de defensa

en la respuesta humoral (Figura No.8) y aunque su grade de afinidad para

reaccionar con el antlgeno es inferior al de la IgG. su formaci6n pentamerica Ie

permite unirse de forma multiple con diferentes antlgenos y poder activar el

complemento, una sola rnolecula de IgM pentamerica unida a antlgeno es capaz de

iniciarlaactivaci6ndeicompiementoyiafagocitosis,IaigMes una inmunoglobulina

parlicularmente efectiva frente a un gran numero de bacterias Gram negativas y

puedeneutralizaragentesvirales,nosehandescrilodiferentessubclasesde IgM en

elcerdo,aunquesisehapodidoobservarunavariantealotlpicaenaIgunos

animales, debido a su gran tamalio la IgM se encuentra fundamentalmente en el

suerosangulneo(Tizard,2002) .

Figura No.8 . Representaci6ngrflficadela respuesta primariaysecundariadelgMe

IgG(Sfinchez -Vizcalno,2004) .



La IgA es la mas importante en la inmunidad de las mucosas y la principal en la

lactancia, se han descrito dos subclases en el cerdo IgA1 e IgA2, Ia actividad de la

IgA en las mucosas aetna a tres niveles diferentes evitando la penetraci6n de los

antlgenosenlapareddel inteslino ,neutralizandolaacliv idaddeaIgunosvirus,

dentrode lascelulasepitelialesyfueradeellas (Tizard,2002 ).

La IgGesproducidatambiEmpor celulas plasrnaticas del bazo, 10s qanqllos linfaticos

yla medula6sea.Eslainmunoglobulinademayorconcentraci6nenlasangre,por lo

cual desempeiia la funci6n mas importante en los mecanismos de defensa mediados

I por anticuerpos. Tiene la estructura lipi ca de un BCR (Figura No. 9), y esta formada

por dos cadenas Iigeras identlcas y dos cadenas pesadas gamma. Las cadenas

ligeras sondetipokappao lambda.Puestoquees la inmunoglobulinamaspequeiia ,

la IgG escapa con mayorfacilidad que las otras de los vasos sangulneos, lo cual

reviste especial importancia en el tejido inflamado, donde el aumento de la

permeabilidadvascuiarfacililaiaparticipaci6ndelaigGeniadefensadelostejidosy

lassuperficiesdelorganismo (Tizard,2002) .

Figura No. 9 Diagrama esquernatico de la molecule IgG secretada. (Abbas y

Lichtman, 2004).



La IgG es el is6tipo principal en el cerdo, es el anticuerpo mas importante en la

respuesta secundaria, se han descrito al menos, cinco subclases de IgG: IgG1,

IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgG4, sin embargo, el estudio de ADN ha puesto en evidencia

queexistenochogenesquecodificanlaregi6n constante, el papelde esta

inmunoglobulina en la respuesta humoralesvital, presenta un elevado Indicede

afinidad porlos antlgenos, pudiendo opsonizarlos para facilitar la fagocitosis,

aglutinarlos o precipitarlos (Figura No, 8) (Sanchez-Vizcaino, 2004).

Los anticuerpos constiluyen adernas herramientas inestimables en laboratorio. Una

de las tecnicas que se utilizan para cuantificara ntlgenos oanticuerposen soluci6n

es el inmunoensayo enzirnatlco, demonimado por su siglas en ingles ELISA

(Sanchez-Vizcaino, 2004).

2.2 RESPU ESTA INMUNE

La respuesta inmune consiste en el desencadenamiento de los mecanismos

destinados a la eliminaci6nd e patoqenos o material extrar'lo. Larealizac i6n deesta

respuesta esta constituida por tres pasos: elreconocimiento de manera inespecifica

y especlfica del agente extrar'lo por parte de los fagocitos, Iinfocitos T y B Y otros

tipos celulares; la regulaci6n a traves de la interacci6n de los diferentes elementos

del sis.!ema inmunilario para que se activen y regulen, y la respuesta del tipo e

intensidad adecuada para la eliminaci6n 0 inactivaci6n del agente extrar'lo

(Pappaterra, 2002).

Los vertebrados poseen diferentes mecanismos para defenderse de la agresi6n

originada por los agentes pat6genos. Estos mecanismos pueden serinespeclficos,

siendo los primeros de caracter general, capaces de defenderlo contra cualquier

agresor, en tanto que los especificos 5610actuan contra entidadesbiendefinidas.

Dentrodelprocesodereacci6nfrenteapat6genos, la respuestai nmunitariaporparte

delhospedadorsepuedeclasificarendostipos:innata(naturaloinespeclfica)y

adquirida (adaptativaoespecifica).Asimismo, la respuesta adqUiridasepuede lievar



a cabo a traves de una respuesta inmune mediada por celulas 0 mediante una

respuesta de Iipo humoral. Todos estos mecanismos inmunes dependeran del tipo

deagente,laslesionesquecausaydel lugardondeseproduzcala infecci6n

(Margni, 1996, Tizard,2002).

2.2,1. RESPU ESTA INMUNE INNATA, NATURAL 0 INESPEC iFICA

Esd e dos lipos: a) los constituidos por lasb arreras naturales y b) Ios de la inmunidad

innata 0 inespecifica . Se desencadenan al poco Iiempo de la entrada del agente al

organismo y predominan en las primerasfasesde una infecci6n, teniendo una gran

importancia en la protecci6n sisternlca y local del organismo. Comenzando con las

barreras fisicas (piel, secreciones de las mucosas, enzimas proteolilicas , pH del

est6mago, etc.). impiden la penetraci6n de los agentes pat6genos reales 0

potenciales, lespermitenmantenersuintegridad. Seguido de la respuesta naturalo

innata que es la primera barrera inmunol6gica no especifica, la cual mediante la

aclivac i6n de factores humorales como el complemento 0 celulares como la

fagocitosis 0 la aclivaci6n de las celulas NK, presentan una alta capacidad de

eliminaci6n de agentes infecciosos, para terminar, en caso necesario (no siempre

hacefalta, ya que muchas infecciones no progresan) (Margni, 1996; Molina, 2005).

2.2.2. RESPUE STA INMUNE ADQUIRIDA , ADAPTATIVA 0 ESPECiFICA

Estetipo de respuesta depende de los linfocitos T y loslinfocitos B, caracterizandose

por la especificidad para reconocer antlgenos y la generaci6n de memoria para

activarse rapidarnente en caso de un posterior enfrentamiento al mismo agente.

Consta de una respuesta primaria de baja intensidad y corta duraci6n y una

respuesta secundaria que se caracteriza por ser mas raplda, intensa y efectiva

(Pappaterra ,2002; Molina,2005) .

Dentro del proceso de la respuesta especlfica puede dislinguirse ' un componente

humoral ,basadoenlaproducci6ndeanticuerpos,yuncomponentecelular,basado



en mecanismos de citotoxicidad. Durante el desarrollo de la respuesta adaptativa

frente a un pat6geno, se suelen desencadenarambos tipos de inmunidad, si bien

generalmenteuna de elias predominasobrelaotra (Pappaterra,2 002).

2.2.2.1.Respuestalnmunemediadaporcelulas

EstamediadaporcelulasllamadaslinfocitosT,suespecificidadsedebeaqueestos

Iinfocitosa menudofuncionanenconjuntocon otras celulas como Iosfagocitospara

controlaroeliminarmicroorgan ismos(Rojas , 2004).

Los microorganismos intracelulares obligados, como los virus y algunas bacterias,

proliferanenelinteriordelascelulashuesped,dondesoninaccesiblesalos

anlicuerposcirculantes.Ladefensafrenteatalesinfeccionessedebealainmunidad

mediada por celulas, quefunciona poria inducci6n y promoci6n de la destrucci6n

intracelularde los microorganismos ode la Iisisde las celulas infectadas (Abbas y

Lichtman, 2004; Anderson, 2006).

Estoserealizamediantelaacci6ndirectadediferentestiposcelulares,asicomolos

mecanismos de inflamaci6n, quimiotaxis, fagocilosis, citotoxicidad, liberaci6n de

citocinasypresentaci6ndeantrgenos, no interviniendo de maneradeterminanle, los

lifocitos B ni los anlicuerpos (Pappaterra, 2002).

2.2.2.2. Respuesta inmune humoral

La inmunidad humoral esta mediada por moleculas de la sangre responsables del

reconocimientoespeclficoydelaeliminaci6ndeanligenos;sellaman linfocitos B, y

responden a los antrgenos extraiios evolucionando a celulas productoras de

anticuerpos(Tizard ,2002) .

Es el principal mecanisme de defensa contra los microorganismos extracelulares y

lastoxinasquesecretan, porquelosanlicuerpospueden unirsea ellosycooperaren



sudestrucci6n(Tizard,2002) .

Se observan linfocitos B en la corteza de los ganglios linfaticos, en la zona marginal

del bazo, en rnedula 6sea y en las piacas de Peyerdel intestino. S610unos cuantos

circulan en la sangre. AI igual que los linfocltos T cada Iinfocito B porta una gran

cantidaddereceptoresdeantigenoidenticos;porestaraz6n,una celula 5610podra

unirsey reaccionarcon un solo antigeno (Rojas, 2004).

La respuesta de tipo humoral puede ser independiente de los Iinfocltos T

interaccionandodirectamente las celulas Bcan losantrgenos. Unavezactivadas, las

celulasBseconsliluiranencelulasplasmaticasformadorasdeanticuerpos 0 bien en

celulas de memoria que perrnaneceran en el organismo por largo periodo de tiempo

(Margni ,1996) .

En la inmunidad frente a pat6genos,Ios anticuerpos pueden actuar portresvias: Se

puede producirla uni6nde estos anticuerpos a los pat6genos para prevenirla

infecci6n de las celulas, reallzandose as! la neutralizaclon del agente, Porotra parte,

este recubrimientode los microorganismospor parte de los anticuerpo produce la

opsonizaci6n del mismo para ser asi reconocido por los receptores Fe (fracci6n

cristalizable) especificos de las celulas fagociticas, incrementandose

considerablemente el proceso de la fagocitosis. Atternatlvarnente.Ios anticuerpos

unidos a los pat6genos pueden activar las proteinas del sistema"del complemento

para incrementarla opsonizaci6nyla lisis de algunas bacterias(Roill ,etal. ,2001).

Apesardeque dentrodetodoel procesode la respuesta inmuneespecificaexiste

unaespecializaci6ndecadaunadelasrespuestasquelaconstituyen (celular y

humoral) , los componentes basicos de cada una de estas respuestas (celulas e

inmunoglobulinas) son necesarios entre si para la elaboraci6n de una reacci6n

inmuneefectiva, ya que a pesarquedeuntipode respuesta predominasobreotra,

enmuchasocasionesambascolaboranentresi(Pappaterra, 2002).



2.3. CITOCINAS

Las celulas del sistema inmunitario secretan una variedad sorprendentedeprote[nas

que regulan las inmunorreacciones al enviar seriales entre las celulas. Estas

protelnasreguladorasrecibenelnombregenericodecitocinas;estaspresentangran

variedad de funciones y son de gran importancia en la respuesta inmune, tanto

natural o innata como adquirida (Roitt,etaJ;2001) .

Laactuaci6n de lascitocinas essemejante a las de las hormonas, de hecho tambien

se conocen a las citocinas como las hormonas del sistema inmune. Las citocinas

estan irnplicadas en la respuesta inmune innata 0 natural mediantela activaci6nde

los macr6fagos y de las celulas NK induciendo procesos inflamatorios y

qulrnlotacticos (Cuadro No.2), asi como en la respuesta inmune adquirida, tanto

humoral como celular (Cuadro No.3) actuando sobre los linfocitos T y los linfocitos B

yfacilitandolacomunicaci6nentrelasdiferentespoblacionescelulares. La principal

diferencia entre las citocinas y las hormonas es, que las primeras actuan sobre

diferentes poblaciones celularesytejidos, mientras que las hormonas,suelenactuar

sobre un s6106rgano. Adernas, una sola celula puedeproducirdiferentes citocinas,

cosa que no ocurre con la producci6nde hormonas(Roitt,etaJ; 2001).

Aunquelascitocinaslienen una estructura diversa, comparten variaspropiedades :

-La secreci6n de citocinas es unacontecimientobreveyautolimitado. Lascitocinas

no pueden almacenarse en forma de rnoleculas preformadasysu sintesisseinicia

porlatranscripci6ndenuevosgenesdebidaaunaactivaci6ncelular.

-Las accionesde las citocinas suele serpleiotr6picasy redundades. Elpleiotropismo

serefierealacapacidaddeunacitocinaparaactuarsobrediferentestiposcelulares.

Esta propiedad permile a unacitocina mediardiversos efectos bioi6gicos, perolimita

engranmedidasuutilidadterapeutica. La redundancia se refiere a la propiedadde

mutiples citocinas de ejercer los mismos efectos funcionales. Debido a esta



redundancia,losanlagonislasdeuna cilocinapuedennolener consecuencias

funcionales, ya que olras cilocinas las compensan.

-Las cilocinas influyen a menudoen la slnlesis y las accionesde 0 Iras cilocinas. La

capacidadde unacilocina para eslimularlaslnlesisde olras produce cascadas en

las que una segunda 0 lercera ciloclna puede medlar los efeclos biol6gicos de la

primera . Doscilocinaspuedenanlagonizarseenlresl,provocar efeclosadilivoso,en

algunoscasos, producirun efecto mayor del previslo (sinergia).

-Lascilocinasinician susaccionesalunirseareceploresespeclficos de membrana

en las cetulas diana.

-Lassenalesexlernasregulanlaexpresi6ndelosreceploresdecilocinasy,por

consigu ienle ,larespuesladelascelulasalascilocinas.

-Lasrespuestascelularesalamayoriadelascilocinasconsisten encambiosenla

expresi6ndegenesenlascelulasdiana,loquedalugaralaexpresi6n de nuevas

funcionesy a veces, a la proliferaci6n de las celulas diana. (RamIrez,1 996;Abbas y

Llchtman,20 04).

Por ultimo, las citocinas suelen actuar, fundamentalmenle, de forma local, tanto

sobrela'misma celula que las produce (actividad autocrina) como sobrelas celulas

vecinas(aclividadparacrina), mas que en acciones sobre celulas y tejidos distanles

de su producci6n (actividad endocrina). Esta situaci6n es. mas cornun en las

hormonas. No obstante, algunas citocinas, especialmente de efectos pro

inflamatorios como la IL-1 y el TNF (Cuadro No. 2), actuan mediante difusl6n a traves

de la sangre sobre cetulas diana distantes (actividad endocrina) (Chung, 2001;

Tizard,2002 ).



Cuadro NO. 2. Cil ocinas de la inmunidad innata (Abbas y Lichtman, 2004).

Hipolalamo:fie bre

Higado: slniesisd ep roleinas de fase aguda

Musculo, grasa: celabolismo (caquexia)

Muchos lipos celulares:a poplosis

Celulas endoleliales: aclivaci6n

(inflamaci6n, coagulaci6n)

Hipolalamo:fiebr e

Higado: lipos de prolelnas de fase aguda

l eucocilos: quimiolaxia. aclivaci6n;

Migraci6n alos lejidos

li nfocilos T; diferenciaci6n Th1

linfo cilos NK y T: slnlesisd eIF N-y,

aumentod e actividad cilolil ica

Todasl as celulas: estado antivlrico, aumento

del a expresi6n de MHC dec lase I

linf ocilos NK:a clivaci6n

Macr6fagos, celulaa dendrfticas: inhibici6n de

las lnlesisde ll- 12 y expresi6n dec oesli

mutadores y moteculas del MHC decl ase II

Higado:s lniesis de proleinas de faseaguda

li nfocilosB : proliferaci6n de celulas

Producloras deanl icuerpos,

linfo cilosN K:prolif eraci6n

linf ocilos T: proliferaci6n (Iinfocilos CDS'

de memoria)

li nfocilosNKy T:s lnteslsd e IFN-y



Cuadra NO. 3. Citocinas de la inmunidad adaptativa (Abbas y Lichtman, 2004).

LinfocllosNK :pro liferaci6n,acl ivaci6n

Linfocrtos B:p roliferaci6n,s lnles isdeanlicuerpos (in vilro)

Linfocrtos B:c ambioaisotipol gE

Linfocrtos T: diferenciaci6nTh2 , proliferaci6n

Macr6fagos: inhibici6n del a activaci6nme diada

porlFN- y

Maslocitos: proliferaci6n (in vifro)

Eosin6filos: activaci6n,au mentod elaproducci6n

Linfocitos B: proliferaci6n, slntesis de lgA

Macr6fagos: activaci6n(aumentode lasfunciones

Microbicidas)

LinfocitosB : cambio ai sol iposd e subclasesd elg G

Opsonizadores yf ijadorasd el complemento

LinfocilosT : diferenciaci6nT hl

Varias celulas: mayore xpresi6n demo leculas

delasclases ly lidelM HC,mayo r

procesamienloy presentaci6ndeanllgenos

alos linfocitosT

LinfocitosT : inhibici6ndeproliferaci6n

yfunc ionesefec toras

Macr6fagos : inhibici6n

Al racci6n y acl ivaci6n de neutr6filos

Orqanoqenia lmtatica

LinfocilosB :ca mbioaisolipo lgE

Celulase piteliales: aumento de moco

Macr6fagos:i nhibici6n



2.3.1.interleucina1(IL-1)

Es una proteina secretada principalmente por macr6fagos, aunque tarnbien puede

ser secretada por otros tipos celulares (Iinfocitos T, B, celulas asesinas naturales,

granulocitos, celulas endoteliales, entre otras). Presenta dos formas IL-1a e IL-1~ ,

utilizanelmismoreceptorysuacci6nbiol6gicaesindistinguible.

Dentro de sus funciones estan lasderegulaci6n inmunol6gicacomo : estimulaci6n del

crecimientode linfocitos T y B, incremento de la proliferaci6n celularylasintesisde

IL-6, IL-8, TNF-a y de la misma IL-1. Adernas activa las celulas asesinas naturales,

es citostatica para celulas tumorales, Actua sinergicamente con IL-6 para inducirla

producci6nde IL-2 eincrementarlaexpresi6n del receptor para IL-2(CD25) (Abbasy

Lichtman, 2004; Pappaterra, 2002).

En cuantoa lasfunciones pro-inflamatorias; por si sola o actuando en combinaci6n

con otras citocinas (IL-6, IL-8, TNF-a) es el pir6geno end6geno responsable de la

fiebre que acornpana a las infecciones, incrementa la secreci6n de protelnas

inflamatorias como elastasa y aclivador del plasmin6geno. Tambien como la TNF-a

escapazdeaclivarelendotelioparaquelosmonocitosyneutr6fi1osseadhieranala

superficieendotelial (Abbasy Lichtman, 2004; Pappaterra, 2002).

2.3.2.lnlerleucina4(IL-4)

La principal fuente de producci6n son las celulas T activadas aunque tambien

pueden producirla otros tipos celulares (mastocilos y bas6fi1osactivados, celulas B

entre otras). Posee un receptor especifico para IL-4 (CD124) que se expresa en

diferentes cetulas. Describiendosetambienlaexistenciade un receptor soluble que

puedetenercomofunci6nbloquearlaaclividaddeestacitocina(Pappaterra,2002) .

La IL-4esproducida principaimenteporiinfocitosTh2activadosyactuaen Iinfocitos

B y T, macr6fagos, celutas endoleliales, fibroblastos y celulas cebadas. Tarnbien la



generan bas6fi1os activados. Esta citocina estimula la multiplicaci6n de la

diferenciac i6nde los linfocitos B (Abbasy Lichtman, 2004).

La IL-4 promueve el desarrollo de linfocitos T citot6xicos a partir de celulas T en

reposo. Otrasveces provoca la multiplicaci6n de linfocitosTde ayuda en ausencia

de IL-2.Activa los polimorfonucleares , induce la proliferaci6nde eosin6fi1os,bas6fi1os

yfacilita et crecimiento de los mastocitos. En eltimoestimula la expresi6n de las

moleculas C04 y COB en los linfocitos T en proceso de maduraci6n. Actuando sobre

los macr6fagos , los estimula , pero frena su acci6n bactericida al desactivar a los

linfocitos Th1. Regula a la baja la secreci6n de IL-1, IL-6 YTNF-a, pero incrementa la

expresi6ndeMCHclasell ,sucapacidaddepresentaci6ndeantigenosysuactividad

citot6xica .lnducela proliferaci6n de celutas cebadas (Tlzard 2002; Rojas 2004).

2.3.3. interfer6n gama(INF-y)

Existen tres tipos de INF, son bioquimicamente similares y tienen propiedades

individuales (micas. EI INF-a e INF-J3productos de las celulas T aunque tarnbien 10

secretan fibroblastos, macr6fagos , celulas Tentre otras celulas, EI INF-y producido

principalmenteen Ias celutas Tv las cennas Nk que utilizadiferente receptoryseha

descrito como un INF inmuneoregulador. Enapoyoasupapelcitorregulador,estflla

induccion de la sintesis del factor activador de los macr6fagos, capacidad de

promover la expresi6n de genes clase II del MHC y su capacidad para incrementar la

densidad de IL-2R en celulas T. (Pappaterra, 2002; Rojas 2004).

EI INF-y promueve ia actividad de los linfocitos asesinos naturales NK, los cuales

reaccionan al antigenocon la producci6n de INF-y , de modo que se establece un

ciclopositivo en elque la activaci6n de alqunas ceiulas NKocasiona la secreci6n de

INF-y y la activaci6n de otras celulas asesinas naturales (NK) (Muraille, efal; 199B;

Xiao ,etal;2004) .



EI INF-y activa a los macr6fagos e incrementa en gran medida su capacidad de

destruir microorganismos engullidos. Adernas, promueve la fagocitosis mediada por

anticuerpo y la citotoxicidad celulardependiente de anticuerpos (antibody -dependent

cell -mediated citotoxicity, ADCC). Tarnbien lienen funci6n anvirial y antiparasitaria .

AdemasdeantagonizarelefectodeIL-4, inhibiendoelcrecimientodecelulasByla

producci6nde IgG1 elgEfavoreciendo laproducci6ndelgG2(Tizard2002) .

2.3.4. Factor de necrosis tumoral (TNF-a)

EI TNF es el principal mediador de la respuesta inflamaloria aguda a las bacterias

gramnegalivas y a olros microorganismos infecciosos responsables de muchasde

las complicaciones ststernlcas de las infecciones graves (Abbas y Lichlman, 2004).

EI TNF-a es un homolrimero secrelado por macr6fagos, linfocilos T y B Y

fibroblastos , y actua casi en cualquier celula nucleada. Se Ie encuenlra en forma

soluble 0 unida a la membrana. Es mediador de muchas funciones inmunilarias e

inflamatoriasyregula la proliferaci6n de muchosliposcelulares. Tambien acliva los

macr6fagos para incrementar su propia sinlesis junto con la de IL-1, IL-6, M-CSF Y

GM-CFS. Como su nombre 0 indica liene la capacidad e iniciar la apoplosis en

algunascelulastumorales. Es uno de los principalesfactores pro-inflamatoriosjunto

a IL-1, IL-6eIL-8, induciendola respuesla inflamaloria,fiebre, sintesisde proteinas

defase ~guda y, en algunos casos shock septico. Se conocen dos receplores TNF-a

R1(CD120a) y TNF-a R2(CD120b) que son expresados en todas las celulas con

nucleo (Tizard 2002; Rojas 2004).

TNF-a es el responsable activo conlra las celulas tumorales , liene actividad

antibacter ianayanlivirica,junloconlL-1esresponsabledediversasalteracionesen

el endotelio incremenlando la expresi6n de rnoleculas de adhesi6n, inhibiendo los

mecanismos anticoagulanles y promoviendo los procesos Irombocilicos . Tamblen

induce laproducci6n de INF-yy la de IL-1,eslimulalafagocitosis (Rojas 2004).



2.4. ELISA

La prueba de inmunoabsorci6n ligada a enzima es una tecnica muy utilizada en

inmunologla poria posibilidaddeestudiarmuchas muestras a la vez asl comosu

rapidez. Forma parte de aquellas reacciones serol6gicas que ulilizan conjugados

para podervisualizarla reacci6n antlgeno-anticuerpo. EI ELiSAsebasaenel usode

anticuerpos marcados con una enzima (generalmente peroxidasa) de forma que los

conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunol6gica como enzimatlca. AI

estar uno de los componentes (antigeno 6 anticuerpo) insolubilizadossobrelaplaca,

lareacci6nantigeno-anticuerpoquedara inmovilizadayportant0, podran factlmente

ser revelada mediante la adici6n del sustrato, que al actuar sobre la enzima,

producira un color observable a simple vista ocuantificablemediante un colorlmetro

(Sanchez-Vizcaino, 2004 ; Abbas y Lichtman, 2004) .

En la actualidad el ELISA es uno de los metodos mas utilizados para el diagn6stico

serol6gico de distintas enfermedades infecciosas porcinas, esta recomendado

fundamentalmenteparaelestudiodepoblacionesyaqueesampliamente sensible y

degranespecificidad,quepermiterealizarenuncortoplazoestudiossobregrandes

poblaciones, de manera sencilla y econ6mica; presenta adernas una buena

reproducibilidad yfacilidad en la interpretaci6n de los resultados (Abbasy Lichtman,

2004) .

Existen diferentes variantes de la tecnlca de ELISA que permiten aumentar la

sensibilidad y especificidad de la prueba, entre ellos estan el ELISA indirecto, de

captura,sandwich ,etc ).

2.4.1. ELISA indirecto

Es el metoda mas utilizado para la determinaci6n de anticuerpos. Basicarnente,

consiste en la inmovilizaci6n a la placa de ELISA del antigeno del que queremos

conocersi en el suero problema existen anticuerpos especificos. Se pueden utilizar



comoantlgenos,proleinasviralesobaclerianaseinclusoviruscomplelos(Sanchez

Vizcaino,2004) .

Cada dla es mas frecuenle ulilizar exclusivamenle las proleinas de interes

inmunol6gicoy no lodas las proleinas anligenicas. Los pasossiguienlesserian la

adici6n del suero problema, incubaci6nylavado, adici6n del conjugado,incubaci6ny

lavado, finalizando con laadici6ndelsuslralo,elfrenadodela reacci6nylaleclura

(Fernandez-Bolran, 2001).

2.4.2. ELISA sandwich

La modalidad mas frecuenle del metoda ELISA para la delerminaci6n de antigenos

es el modele ELISA "Sandwich". En esla forma, la placa sueIe ya venir con un

anlicuerpofijado(monoclonaI6policlonal)frenlealantigenoproblema,sobre el que

seafiadiraelsuero,queencasodereaccionarconelanlicuerpodelaplaca,sera

puesloenevidencialraslaadici6ndelsegundoanlicuerpomarcadoconlaenzima.

Porullimo,seanadeelsubslralopararevelarlareacci6n(Fernandez-Bolran,2001) .



III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizaci6n

EI presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Inmunologia de la Unidad

Acadernica de Ciencias Quimico Biol6gicas y Farmaceutlcas. asi como en la de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Aut6noma de Nayarit.

3.2. Animales

Se incluyeron 76 animales divididos en tresgrupos :

26 cerdos de la raza comercial (F1 Yorshire-Landrace) (CCO).

25cerdosdela raza CerdoCuino (CC).

25 cerdos de la raza Cerdo Pel6n Mexicano (CPM).

Estos animales fueron criados en la Unidad Acadernica de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad Autonorna de Nayarit y vacunados a los 45 dias de

nacidos con Bacterina Comercial (Bacterina Mixta Porcina IntervetlSAGARPA-B

0273-133) que conliene cepas de Salmonella, Escherichia coli y Pasteurella) , como

retoparaestablecerlareaccioninmunologica.

3.3. Obtenci6n de las Muestras biol6gicas.

Serealizarontresextraccionesdesangresinanlicoagulantede5mLcada unadela

vena cava externa, contubos al vacio (Vacutainer); la primeraant es de la apllcaclon

delavacunaparamedirlosnivelessericosinicialesdelgMelgG,lasegundaalos8

dias despues de la vacunacion para medir los niveles sericos de IgM y citocinas:

interleucina 113 (IL-1J3), interleucina 4 (IL-4), interfer6n gama (INF-y) y factor de

necrosis tumoralalfa (TNFa), laterceraalos 15d ias despues de lavacunaci6n para

medir 105 niveles sericos de IgG (Es decir45, 53 y 60 dlas de edad). La sangre se



centrifug6 a 1500 rpm durante 15 minutos (Hermie Z160M). EI suero se conserve a

20·C hasta su analisls,

3.4. Var iables:

Las variables son:

-Niveles sericos de IgM anti-bacterina comercial, antesydespuesdelavacunaci6n

(45y53dlasdeedad de loscerdos) .

-Niveles serlcos de IgG anti-bacterinacomercial, antesydespuesdelavacunaci6n

(45y60dfas de edad de losce rdos).

-Concentraci6nsericadeIL-113,IL-4 , INF-yy TNF-a (53d ias de edad del os cerdos).

3.5. Determinacion cuantitativa de IgM e IgG anti-bacterina

comercial , en suero .

Sediseii6 una prueba para la determinaci6n cuantitativadelgM e lgG anti-bacterina

comercial, en suero mediante un ensayo de ELISA indirecto.

EI antlg~no utilizado para la detecci6n de anticuerpos de cerdo de las clases IgG 6

IgM fue la mismavacuna aplicada a los cerdos con anterioridad, solo que en este

casolavacunafuesonicada(30segundosdesonicaci6npor1minutodereposo;por

30 repeticiones en frio) y despues se Ie realiz61a prueba de determinaci6n de

proteinas por medio del metodo de Lowry (Lowry, et al., 1951).

Seutilizaron placasde microtitulaci6n de 96 pocillos (Nunc) que fueronsensibilizadas

con 1~g de antlgeno por pozo diluido en amortiguadorde carbonatos 0.1M, pH 9.6.

La placase incub6todalan oche a4·C. Despuesdedesecharelexcesodeanligeno,

se bloque6 con leche descremada al 5% en PBS por una hora a 37 ·C . Se

adicionaronlos suerosproblema diluidos 1:100 con regulador de bloqueo, se incub6



unahoraa 37 DC. Despues se lavo 3 veces con soluci6n amortiguadora de fosfatos

(PBS-Tween20) al 5%, se ailad i6 un anti-lgM (para determlnar IgM) 0 anti-lgG (para

determinar IgG) de cerdo conjugado a peroxidasa (Rockland'i) diluido 1:5000 en

PBS-gelatina. Se Incubo a 37 DC durante 1 hora y se lav6 con (PBS-Tween20) aI5 %.

Como sustrato se utiliz6 o-fenilendiamina 0.04 mq.ml," , y 0.04% de H202 al 30% en

regulador citrato fosfato pH 5. la reacci6n fue detenida a los 25 minutos para las

determinaciones de IgM y a los 15 minutos para las determinaciones de IgG con 25

III de H2S04 8N y la absorbancia fue medida en un lector de microplacas de ELISA

(Bio-RadMod. 680R
) a492nm.

Como control conjugado se ulil izaron dos pozos sin antigeno y sin sueroproblema,

como control de antigeno se utilizaron dos pozos sin antigenoycon sueroproblema.

Dlagrama de flujo del ensayo ELISA indirecto
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3.6. Cuantificaci6n de Citocinas.

La cuantificaci6n de citocinas en suero se realiz6 mediante kits comerciales, los

cuales emplean una tecnica de ELISA sandwich, de acuerdo con las instrucciones

delfabricante.

Para la cuantificaci6n de las citocinas IL-1~ y TNF-a se utilizaron kits de R&D

Systems, utilizando suero sin diluiry las longitudes de onda de la lectura fueron a

450 nmcon correcci6na 540nm.

En cuanto a la cuantificaci6n de IL-4 se uliliz6 un kit (biosource) especifico para

cerdosulilizandosuerosindiluir,yseley6aunalongituddeondade450nm.

Para la cuantificaci6n de la Citocina INF-y en suero mediante un kit (Pierce

endogen) especlfico para cerdos. Se uliliz6 tamblen suero sin diluir y la lectura se

realiz6enelaparatoconunfiltrode450nm.

3.7. Amilisis estadistico.

Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis para comparar los niveles de 19Me IgG anti

bacterin~comercial ,asicomoparalacomparaci6ndelosvaloresdecitocinas en las

diferentesrazasdecerdos; ylapruebadeWilcoxon, paracanocer lasdiferencias

entre los distintos pares de combinaciones raciales. En todos los casos se utiliz6 el

"software"SA S, 2002.



IV. RESULTADOS Y DISCUSI6N

Oespues de seguir el protocolo antes mencionado, los resultados obtenidos

fueronlo ss iguientes:

4.1. Determinaci6n de los nivel es de inmunoglobuli na IgM antl-Bacterina

Comercial antes de la vacunac/6 n.

Los cerdoss ed estetarona los 45 dlasde edadyfueronmuestreadosantesd ela

vacunaci6n para determinar los niveles de IgM anti-Bacterina Comercial en

La vacuna Bacterina Mixta Porcina tuvo una concentraci6n de protelnas de

1521.997IJg.mL·' .

Como puede observarse (Cuadro No. 4) en las razas de CCO (0.125 ± 0.039) y

CC( 0.151 ±0.065) no hubo diferenciasestadlsticame ntesi gnificativase ncua nto

a los niveles de IgM. En cambio, la raza CPM (0.252 ± 0.112) presenta los niveles

de esta inmunoglobulina mas altos y estadlsticamente significativos (p<0.001)

comparando las razas CCO y CC.

Cuadro No.4. Absorbancias para la variable IgM antes de Ja vacunaci6n

independientedelsexo.

Valores senalados con la mlsma letra son estadlslicamentelgu ales. Pruebad e Wilcoxon (P< O.05)

CC cerdoc uino

CPM cerdop el6nm exicano



En el analisls esladislico independienle del sexo, realizado para los valores

oblenidos de las absorbancias de inmunoglobulinas lipo M (lgM) anles de la

vacunaci6n moslr6 diferencias significalivase nlre las razas dece rdoc omercialy

cerdo pel6n y enlre cerdo cuino y cerdo pel6n, no as! enlre CCO y CC (Figura No.

10).

Absorbancia 0 4

a492 nm

Figura No. 10. Niveles de anlicuerpos IgM anli-Baclerina Comercial anles de la

vacunaci6n en las diferenles razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), CC (cerdo

cuino),CPM (cerdo peI6nme xicano).

EI mueslreo serealiz6anles de la aplicaci6n de lavacuna ; se observ6 que lodos

los lechones de lodas las razas empleadas en esle esludio presenlaronn ivelesd e

IgMyqueprobabl emenlelasobluvieronalravesdelalechem alerna, ya que se

hademoslradoqu eenlaplacenlanoexislelrasladoalguno de inmunoglobulinas

malernales por circulaci6n felal (Tlaskalowa-Hogenova el a/., 1994, Hernandez, et

a/., 2004 ); yquees hasla la lercera semana de vida, que el cerdocom ienza la

propiaproducci6ndeanlicuerpos;ys610haslala sexlau .oclav a es cuando

compiela su maduraci6n inmunol6gica (Buxade, 1996) . Las Ires poblaciones

racialesd e esleesludioesluv ieronenelmismoamb ienleymanejolecnico,porlo

quees de suponer que luvieron contacto previo con las bacleriase mpleadasenla

inmunizaci6n.



Asl , los CPM tienen mayor cantidad de IgM antes de la vacunaci6n (figura No.

10): sugiriendosequeestos obtienenmayorcantidadde inmunoglobulinasdela

madre pormediode la leche materna.

4.2. Determinacio n de los niveles de inmunoglobulinas IgM anti -Bacter ina

Comercialdespues del avacunaci6n.

Ochodias despues de lavacunaci6n los cerdosfueronmuestreados nuevamente

pararegistrarlosnivelesdelgManti-BacterinaComercial,encontrandosequelas

razas CCO (0.341 ± 0.070) y CC (0.336 ± 0.065) no presentaron diferencias

estad lsticamente significativas entre elias (Cuadro No.5): mientras que la raza

CPM (0.426 :I: 0.102) rnostro niveles de IgM mas elevados con diferencias

estad isticas significativas (p<O.OOl)

Cuadro No.5. Absorbancias para la variable IgM despues de la vacunaci6n

independientedelsexo

Valoresse~alados con lam ismaletrasonestadlsticamenteiguales. Prueba de Wilcoxon (P< 0.05)

CPM cerdop elOn mexicano

Para el caso de los niveles de IgM anti-Bacterina Comercial que resultaron del

muestreoBdlasdespuesdelavacunaci6n (figuraNo. ll );seobserv6quelaraza

CPMtuvo niveles sericos mas altos, que puede serdebido a que esta razatenla

niveles mas altos desde antes de la vacunaci6n, alcorrelacionarseenesta raza

en forma positiva los niveles de IgM antes y despues de la vacunaci6n

(p<O.OOOl).
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P<O.002
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Figura No. 11. Niveles de anticuerpos IgM anti-Bacterina Comercial a los 8 dias

despues de la inmunizaci6n en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo

comercial), CC (cerdo cuino), CPM (cerdo pel6n mexicano).

4.3. Diferen ciasde los niveles de IgM antes ydespues de Inmunizar.

Antesdela inmunizaci6nseobserv61apresenciadeinmunoglobulinasenlastres

razas, despues de inmunizar hubo un incremento en todas las razas tarnbien

(Figura No. 12); sin embargo para la respuesta de inmunoglobulinas tipo M (lgM)

entre las razas CCO (0.216 t 0.056) Y CPM (0.174 t 0.088) se observ6 mayor

respuesta en CCO, respondiendo los CC (0.185 t 0.074) en forma similar a

ambas razas (Cuadro 6).
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Cuadra No.6 . Diferencia de las absorbancias para la variable IgM independiente

delsexo.

Valoressenaladoscon lam ismale lrasonesladlslicamenle iguales.PruebadeWilcoxon (P<O.OS)

CPM cerdo pel6nm exicano

Absorbancia
a492nm

Figura No. 12. Diferencia de los niveles de anl icuerpos IgM anli-Baclerina

Comercial anlesydespues delainmunizaci6nenlas diferenlesrazasdecerdo.

CCO (cerdo camercial), CC (cerda cuina), CPM (cerda pel6n mexicana).

Apesard equelarespueslaen lasdiferenciasde lasnive lesde lgM en elperioda

antes a despues de la inmunizaci6n fue mas alta en los ceo, esta no se



considera tan imporlante, ya que no es producida por ellech6n, sino que es

transferida pori a madre.

Aunquenosereporlan estudios similares a este, Brown, et et., (2006) realizaron

un trabajo conlafinalidaddeevaluarlascaracterlsticasmorfol 6gicas intestinales

yel desarrollo del sistema inmune de los cerdos a diferentes edades, midieron la

concentraci6nde inmunoglobulinas de tipo IgM en cerdoscomerc iales (alos7,14

y18dlasdenacidos,noencontrandodiferenciassignificativasen los valores

obtenidos de IgM; sin embargo por anatisls complementarios lIegaron a la

conclusi6n que el sistema inmune porcino va cambiando conforme vadeclinando

la inmunidad pasiva, y en esteestudio s610se midieron concentracionesde igM

en cerdos en edades tempranas, raz6n porla cual se sugiere que no coincidan

con nuestros resultados.

Carr6n, et et., (2005), analizaron las respuesta inmunitaria humoral en cerdos (de

2 y 4 meses de edad) de raza iberica infectados experimentalmente por un

parasite; yobservaronunaciaradiferenciaentre la respuestahumoralde lgMen

ambos lotes de edad, en los de mayor edad no hubo evoluci6n temporal, en

cambia en los animales j6venes se presentaron evoluciones significativasdesde

los 7 dlas despues dela vacunaci6n, estosdatos coinciden con nuestro estudio

ya que en este se observo tambien el incremento de los nivelesde IgM a los7

dlas despues de la vacunaci6n.

4.4. Determ lna cl6n de los niveles de inmunoglobulina IgG ant i-Bacterlna

Com~rclalantesdelavacunaci6n.

Los cerdos se destetaron al os 45d lasd e edad y fueron muestreados antes de la

vacunaci6n para determinar los niveles de IgG antl-Bacterina Comereial en

sangre.

En el caso de los niveles de IgG anti-Bacterina Comercial antes de la

inmunizaei6n, el CCO (0.102 ± 0.031) present6 niveles mas bajos que las razas

CC (0.244 ± 0.111) y CPM (0.327 ± 0.182) (Cuadro No. 7) (p<0.001).



Cuadra No.7. Absorbancia para la variable IgG antes de la vacunaci6n

independiente del sexo.

~~~~~~de:~:~~~cf~n la misma letra son estadlsticamente iguales. Prueba de Wilcoxon (P< 0.05)

CPMcerdopel6nmexicano

Porel contrario, no se observaron diferencias significativas en los niveles sericos

de esta inmunoglobulina en las razas CC y CPM, que mostraron niveles mas

elevados (figura No. 13).

Absorbancia
a4 92 nm

Figura No. 13. Niveles de anticuerpos IgG anti-Bacterina Comercial antes de la

vacunaci6n en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial). CC (cerdo

cuino).C PM (cerdo peI6n mexicano).



Los niveles de IgG antes de la vacunaci6n (figura No. 13)resultaro nsermayores

en CPM y en CC, por 10 que se sugiere que estos anticuerpos tarnbien fueron

lransferidosporlamadrealravesdelcalostro, yque las razas anlesmencionadas

recibieronmayorescanlidadesdeeslainmunoglobulina.

4.5. Detenninaci6n de 105 niveles de inmunoglobulinas IgG anti-Bacterina

ComercialdespuElsdelavacunaci6n.

Quince dlas despues de la inmunizaci6n, al delerminarlos niveles de IgG anli

Baclerina Comercial, se observaron niveles menores en la raza CCO (0.220 ±

0.049) (Cuadra No.8); diferenle de las olras razas criollas (p<0.001); mientras

que los niveles de esla inmunoglobulina en CC (0.473 ± 0.302) y CPM (0.604 ±

0.358)y enfueronmasallosynomoslrarandiferenciassignificalivasenlreellas

(figuraNo.14 ).

Cuadra 8. Absorbancia para la variable IgG despues de la vacunaci6n

independientedelsexo

vatores senalados con la misma letra son estadlsticamente iguales. Prueba de Wilcoxon (P< 0.05)

CCOcerdocomercial

CPMcerdopel6nme xicano

En cuanto a la IgG anli-Bacterina Comercial a los 15 dias despues de la

vacunaci6n (figura No. 14); se observ6 que las razas CC y CPM respondieron en

forma similar con niveles mas altos de esta inmunoglobulina; eslo es importante

ya que la IgG esla inmunoglobulina principal en la respuesla secundaria a la

infecci6n y que origina memoria. Estas razas criollas presentaron mas altos

nivelesdesde anlesdela inmunizaci6n, estos niveles de IgG antes y despues de



lavacunaci6nestancorrelacionadossi gnificativamentee n ambas razas criollas,y

no en la razacomerci al.

Absorbancia
a 492nm

Figura No. 14. Niveles de anticuerpos IgG anti-Bacterina Comercial a los 15 dias

despues de la inmunizaci6n en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo

comercial) , CC (cerdo cuino), CPM (cerdo pel6n mexicano).

4.6. Dlferencias de los niveles de IgG antes y despues de inmun izar.

Para la IgG se observ6 igual respuesta para las razas CPM (0.277 ± 0.229) y CC

(0.229 ± 0.244), en cambio para CCO (0.118 ± 0.054) se observ6 menor

respuesta en los niveles para IgG en el periodo antes a despues de la

vacunaci6n (Cuadro No. 9).



Cuadro No.9 Diferencia de las absorbancias para la variable IgG independiente

delsexo.

Valores senalados conl a misma letrasonestadlslicamente iguales.P ruebad eWil coxon (P< O.OS)

ceo cerda comercial

CPM cerdopel6nmexicano

Elsexodelos cerdosno influyo en losnivelesdelgM e lgGnien lasdiferencias

encontradasen los resultados presentados, antesydespuesde la inmunizaci6n,

niensurespuesta.

Absorbancia
a49 2n m

Figura No. 15. Diferencia de los niveles de anticuerpos IgG anti-Bacterina

Comercial antes y despues de la inmunizaci6n en las diferentes razasde cerdo.

CCO (cerdo comercial), CC (cerdo cuino), CPM (cerdo pel6n mexicano).
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A pesardeque la respuesta en las diterencias de los niveles de IgMenelperiodo

antes a despues de la inmunizaci6n tue mas alta en los CCO, es mas importante

la respuesta de los CPM y CC para IgG ya que esta inmunoglobulina es la que

produce memoria (Figura. No. 16).

FiguraNo. t6,a) Niveles delgMcontralosantigenosdelavaeuna baderinaccmercialeolas
dderenles razasde cerdo. antesy des~de lavacunacKlnb) NlVElesdeIgGcontralos anligenos

delavacunabaderinacomerdaJen lasdlferentesrazasdecerdo,anlesydespuesdelavacunaci6n

Enestudios previos realizadoscon la finalidaddecompararla respuesta inmune

humoral de los niveles de IgG con 12 CPM y 12 CCO vacunados con vacuna

triple, Guerrero-Quiroz, et al., (2005) mostraron resultados parecidos, haciendo

muestreos a los 28,32, 45 Y 60dias de edad (antes del destete, despues del

destete, antes de la vacuna y en la rnaduracion inmunoI6gica); encontrando

tamblen niveles mas altos de IgG en el CPM.



ExisteotroestudioporGomez,etal., (1998),dondesemidendiferentesvariables

hematol6gicas e inmunol6gicas en cerdos con diferente alimentaci6n (con

calostro de cerda, sin calostro, con calostro bovino y con inmunoglobulinas

porcinas) en los primeros dlas despues del nacimiento;seobservandiferencias

en los cerdos alimentados con calostro de cerda, ya que responden mejorque los

alimentados con otros tratamiento utilizados; a pesar de que los cerdos se

muestrearon a los pocos dlas despues de nacidos (2,4,7,14 Y 19 dlas) se

observ6 que los valores de IgG aumentaron desde los 2 y 4 dlas despues de

nacidos, sin embargo; fueron disminuyendo a 1057, 14y19dias.Cabemencionar

que nose realizaron mediciones a mayoredad porloque nose puedere alizarla

comparac i6n con nuestro estudio; sin embargo, se hace referencia a la

administraci6n de inmunoglobulinas por medio del amamantamiento.

los cerdossedestetaronyvacunaron a los 45 dlas deedad yfueron

muestreados siete dlas despues de la vacunaci6n para determinar los niveles

sericos de las citocinas:

4.7.1. Determinaci6nde los niveles de IL-1p.

Como puede observarse (Cuadro No. 10) en las razas de CCO (16.9730 ± 9.160)

yCC (17.097 ± 14.833) no hubodiferencias significativas para los niveles de Il

113. En cambio, la raza CPM (21.848 ± 10.275) presenta los niveles mas altos

(p<0.05) comparado con las razas CCO y CC.

En el anaiisis estadlstico independiente del sexo, realizado para los valores

obtenidosenpg .ml ·1dell-1I3despuesdelavacunaci6nmostr6diferenciasentre

lasrazasdecerdocomercialycerdopel6nyentrecerdocuinoycerdopel6n,no

asl entre CCO y CC, (p<0.05) (Figura No. 17).



Cuadra No. 10. Valores obtenidos en pq.rnl," de IL-1~ a los siete dlas despues

delavacunaci6n, independiente del sexo.

Valor es sena lados con la misma letra son estadlst icamente iguales. Prueba de Wilcoxon (P< 0.05)

CCO cerda comercial

CPMce rdo pel6nme xicano

EntodaslasrazassemostraronnivelesdeIL-1~ .

IL -1B
pg.ml."

Figura No. 17. Valoresobtenidosenpg . mL-'deIL-1~ , alossietediasdespuesd e

la vacunaci6n en las diferentes razas de cerdo. ceo (cerdo comercial), ee (cerdo

cuino), ePM (cerdo pel6n mexicanoj a una Absorbancia de 450 nm con

correcci6na540nm.
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A pesar de los escasos estudios comparativos entre la raza de cerdocomercialy

los cerdos criollos que se han reportado,existeun estudiopublicadopor

Guerrero-Quiroz, at al., (2006) que se realiz6 con la finalidad de comparar la

respuesta inmune humoral traves de la cuantificaci6n de los niveles de IL-1f3

donde utiliz6 12 cerdos de la raza CPM y 12 cerdos de la raza CCO, vacunados

con vacuna triple y muestreandolos: antes del destete, despues del destete,

despuesdela vacuna yenla maduraci6ninmunol6gica (28, 32, 45y 60diasde

edad); encontrando tambien niveles mas altos de IL-1f3en el CPM; sin embargo,

los niveles que se reportan son mucho mas altos que los mostrados en este

estudio

La IL-1f3 desempel'la un papel importante en la defensa contra bacterias Gram

negativas (Abbas y Lichtman, 2004), y las bacterias contenidas en la vacuna

comercial quese aplic6a los cerdos es de esetipo; sin embargo, no se puede

asegurarquelosnivelesquesereportandeestacitocinasedebanala

vacunaci6n ,yaqueloscerdosse encuentranencondicionesnocontroladasy

cualquierestfmulo (infecci6n ocontacto) puedegenerarel aumentodeella. Sin

embargo , se reporta al igual que en el trabajo antes mencionado que siexisten

niveles de IL-1f3 y que la raza que presenta mayores niveles es CPM.

Suqiriendose tarnolen un estudio posterior infectando a los cerdos y

muestreandoloantesydespuesdela infecci6n, con manejo tecnico especial

Otroestudio reportado es el de Huang, etal; (1999) donde se realiz6 in vitro la

producci6n de citocinas proinflamatorias en celulas de cerdo infectandolos con

Actinobacilluspleuropneumoniaay en condiciones controladas; donde tarnbien se

observ6el incremento de los nivelesde IL-1 coincidiendoconelestablecimiento

delaenfermedadcllnicaaguda.

4.7.2. Determinaci6n de los niveles de IL-4.

Alossietediasdespuesdelavacunaci6nserealiz6 elmuestreoparala IL-4. Se

encontr6 que la raza CPM bene mayores concentraciones de esta citocina en

referenciaalarazaCCO(FiguraNo.18 ).



IL-4

pg .mL·1 I
P<O.05

..'. i.~ ' ,N.•: .•.•.:~.'.'...•.•.~..:.:~'...• ----l" .f" ,

Figura No. 18. Valores obtentdos en pqm tt da IL-4, a los siete dias despues de

la vacunaci6n en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), CC (cerdo

cuino), CPM (cerdo pel6n mexicano) a una Absorbancia de 450 nm

Como puede observarse en (Cuadra No. 11) entre las razas CC (8.423 ± 4.437) y

CPM (11.804 ± 3.491) hubo mayor respuesta en la raza CPM, y la raza CCO (9 ±

3.780) fue similar a ambas razas.

CuadroNo.11 . Valores obtenidos en pg.mL·1 de IL-4 a los siete dias despues de

l a vac~naci6n.independiente delsexo .

CPM 9 IL- 4 11. 8 04 a 3. 49 1 1.4~ 5 17 . 699

Valores senalados con la misma lelra son esladlsticamenle iguales. Prueba de Wilcoxon (P< O.05)

CPMce rdope 16nm exicano



Aunquenosereportanestudiossimilaresaeste, Brown, et al., (2006) realizaron

untrabajo conlafinal idaddeevaluarlascaracterlsticasmorfo l6gicasin testinales

ye ldesarrollodel sistema inmune de loscerdos a diferentes edades,mid ieronlos

niveles de IL-2 e IL-4e n cerdos comerciales( a los 7, 14 y 1B dlas de nacidos), no

encontrandodiferencias entre los niveles referidos. Cabe mencionarqu e en este

estudio s610 se midieron los niveles de estas citocinas en cerdos en edades

tempranas, raz6npo rla cual sesug ierequ e no coincidan nuestros resultados.

AI igual que en la IL-1I3nopodemosaseverar quelosniveles resullantes deIL -4

en cerdos se deba a la vacunaci6n, ya que los animales no esluvieron en

condiciones conlroladas pudiendo recibir otro esUmulo que desencaden6 los

niveles de esta cilocina, pero lambien queda de manifieslo que los CPM

respondenm ejora esletipode esllmulos, ya que se observaron niveles rnas altos

enestaraza

La variaci6n genelica en las poblaciones criollas en Mexico, Cuba como en

Espana, sehaenconlradoqueesmasaltaque enloscerdosderazacomercia l,

factor que puede ser predisponerte a una mejor respuesla inmunol6gica. Los

Cerdos Criollos locales filoqeneticarnente se encuenlran separados

geneticamente de los cerdos modernos, situaci6n que sugiere que as! se han

conservadoa pesardelafalladeprogramas sislemalizadosd em ejoragenelica

(Martlnezetal., 2000; Lemus eta l., 2001).

En nuestro pals no se han aplicado programas de selecci6n producliva parae sle

tipo de cerdos criollos; sin embargo, han sobrevivido por mas de 500 anos a

problemas de zoonosis, 10 que hace suponer que lienen alIa resislencia a

enfermedades, adernas de represenlar un reservorio genelico para oblener

variedades nacionalesmejoradapladas. (Benilezy Sanchez, 2001; Lemus etal.,

2001; Sierra, et al.,2005 ;Canul , eta l.,2 005)



4.7.3. Determinaci6n de los niveles de INF-y.

Loscerdossedeslelaronyfueronvacunadosalos45dlasdeedad,sieledias

despuesdela inmunizaci6n,sedelermin6laconcenlraci6ndelacilocinaINF-y.

Enelanalisisesladlslico, realizado para los valores oblenidos en pg.mL"de INF-y

despues de la vacunaci6n nose enconlrarondiferenciassignificalivas enlre las

razas de cerdoanalizadas (Figura No. 19).

INF-y

pq.ml,"

Figura No. 19. Valoresoblenidosen pq.mtl de INF-y, a los siele dlas despues de

la vacunaci6n en las diferenles razas de cerdo. ceo (cerdo comercial), ee (cerdo

cuino), CPM (cerdo pel6n mexicano) a una Absorbancia de 450 nm

Como puede observarse en el Cuadro No. 12 en referencia a la cilocina INF-y, en

las razas de CCO (13.362 ± 10.226), CC (10.520 ± 7.107) y CPM (7.469 ± 4.494),

nohubodiferenciasesladlsticamenlesignificalivas.



Cuadro No. 12. Absorbancia para la variable IgM despues de la vacunaci6n

independiente del sexo.

Vatores senalados con la misma tetra son estadlsticamente ;guales. Prueba de Wilcoxon (P< 0.05)

CPMc erdope l6n mexicano

Siendo esta citocina t6xica en altas concentraciones no se espera su producci6n

(Fresno, et al; 1997); EIINF -yseproduceenla respuesta innata a lainfecci6n, al

no encontrarse enfermos los animales se esperarla que los niveles dela citocina

fuerannormales; sin embargo, en este estudio se pone de manifiesto que si hay

producci6ndeentodas las razas de cerdos y que no se encontraron diferencias

en las razas.

Xiao, et al; (2004) realizaron un estudio en cerdos comerciales de 4 meses de

edad infectandolos con el virus del sindrome porcino reproductivo y respiratorio

(PRf3SV) y observaron diferencias entre los niveles de antes de despues de la

infecci6n, diferencias que no pueden ser comparables con nuestro estudio,yaque

loscerdosulilizadostuvieronencondiciones controladaslibresde cualquier

eslimuloexterno .

4.7.4. Detenninaci6n de los niveles de TNF-a.

A lossieted iasdespuesdela vacunaci6nseprocedi6 conladeterminaci6nd el a

concentraci6n de los valores de TNF-aiJara last resr azasd e cerdos.
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En el anatisis estadistico, realizado para los valores obtenidos en pq.ml," de

TNFo, despuesdelavacunaci6nnoseencontrarondiferenciass ignificativasentre

las razasde cerdoanalizada s (Figura No. 20).

Figura No, 20_Valores obtenidos en pq.rnl," de TNFo, a los siete dlas despues de

la vacunaci6n en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), CC (cerdo

cuino], CPM (cerdo pel6n mexicano) a una Absorbancia de 450 nm con

correcci6na540nm.

Como puede observarse en el Cuadro No. 13 en referencia a la citocina TNF-o,

en las razas de ceo (59.953 ± 24_184), CPM (66.747 ± 23.559) y CC (66.783 ±

20.943) no hubod iferenciase stadisticamente significalivas enlrer azas.



Cuadro No. 13. Absorbancia para la variable IgM despues de la vacunaci6n

independiente del sexo.

Valores selialados con la misma letra son estadlsticamente iguales . Prueba de Wilcoxon (P< 0.05)

CPMcerdopel6nmexicano

A pesar de que no se reportan estudios similares a este; Huang et al., 1999,

realizaron muestreos en celulas de cerdos in vitro antes y despues de su

estimulaci6n, yobservaronelaumentodelacitocinaTNF.ayseconcluy6quesu

elevaci6n en cerdos ocurre coincidentemente cuando se presenta la infecci6n

clfnicaaguda .

Aunque no se observaron diferencias entre los niveles de TNF-a e INF-y

producidas porlos cerdosde todas las razas, todos ellos las producen,

suqiriendose estudios posteriores que permitan medir los valores de estas

citocinas antes y despues de lavacunaci6nyconcerdosencondiciones

contr~ladas , ya que existen estudios como los de Huang, eta/., 1998, Fujimoto,

etal., (2002), Lee, etal., (2004); donde se realizaron medicionesde diferentes

citocinastodosencondicionescontroladasyalgunosincluso in vitro.



V. CONCLUSIONES

• La mayor respuesta despues de la inmunizaci6n para los nivelesd elgManli

bacterinacomercial se encontraron en la raza ceo.

• La mayor respuesta despues de la inmunizaci6npara los nivelesde IgG anti

bacterina comercial se encontr6 en las razas ePM yee.

• La raza CPM presento los mayores niveles de IL-113 e IL-4 comparado con las

razas ceo y ce.

• La raza CPM Iiene mejor respuesta humoral comparada con las razas ee y

CeO ,loquecorroboralahip6tesisplanteadaenestetrabajo.
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