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RESUMEN

El presente estudio nos permitié diferenciar la respuesta inmunologica humoral y de
citocinas en los Cerdos Criolios Mexicanos y compararla con los cerdos comerciales

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

analizaron 76 animales divididos en tres grupos: 26 cerdos de la raza CCO, 25 de la
raza cerdo cuino (CC) y 25 de la raza cerdo pelon mexicano (CPM); todos
procedentes de la Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Auténoma de Nayarit. Fueron vacunados a los 45 dias de nacidos con
Bacterina Comercial que contiene cepas de Salmonella, Escherichia coli y
Pasteurella, coma reto para establecer fa reaccion inmunolégica. Se realizaron tres
muestreos: antes de la aplicacion de la vacuna para determinar niveles séricos de
IgM e 1gG iniciales, la segunda a los 8 dias después, para determinar niveles séricos
de IgM y Ias citocinas interleucina 16 (IL-18), interleucina 4 (IL-4), interferon gama
(INF-) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el tercer muestreo se realizé a los
15 dias después de la vacunacién para determinar niveles séricos de 1gG (es decir &
os 45, 53 y 60 dias de edad de los cerdos). La deferminacién de fos niveles de las
inmunoglobulinas fue realizada con la técnica de ELISA indirecto y la cuantificacion
de citocinas en suero se realizé mediante kits comerciales, los cuales emplearon el
método de ELISA séndwich. Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Walis para comparar los
niveles de IgM e IgG asi como de las concentraciones de citocinas en las diferentes
razas de cerdos y la prueba de Wilcoxon para conocer las diferencias entre los

distintos pares de razas. Se encontr6 que los niveles de IgM anti-Bacterina Comercial



| fueron mas altos en la raza CPM que en las otras razas anles y después de la
vacunacién. En el caso de los niveles de IgG antes y después, se encontré que las
| razas de CC y CPM respondieron mejor que los cerdos de raza comercial. Asimismo,
que la produccién de IL-1B e IL-4, fue mayor en los CPM que en las otras razas. No

| se dif i entre la i6n INF-y y TNF-a.

| Los resultados obtenidos en este estudio, sugieren que los CPM y en menor medida
los CC tienen una mayor capacidad de respuesta ante una infeccién en comparacion

| con los CCO.
|



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 diided 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 Académica de Velerinaria de Ia Universidad Autonoma
de Nayarit. They were vaccined 45 days after birth with commercial vaccine that
contains Saimonetla, Escherichia coli and Pasteurelia, as a challenge to establish
the immunologic reaction. Three samples were laken, Ihe first one, before the
vaccine application to determine inicial IgM and 1gG, serum levels, the second one
8 days later, to detect IgM serum levels and cylokines such as interleukin 1B (IL-
1B), interleakin 4 (IL-4). gamma interferon (IFN-y) and tumor necrosis factor alfa
(TNF-a), the third one sample was taken 15 days after the vaccine to determine
19G levels (to say 45, 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-parametsic Kruskal-
wallis test to compare the IgM and IgG levels and the concentrations of cytokines
in the different race of pigs as well. The Wilcoxon test were used 1o know the
differences between pairs of races. We found that the IgM anti-commercial
vaccine lsvels were higher in the race CPM than in the other races before and
after vaccination. In the case of the leveis of IgG before and after vaccine
treatmen, the races of CC and the CPM had a belter response than the
commercial races of pigs. There were no significant differences in the IFN-y and
TNF-a production.

The results from this work, suggest that the CPM and in miner level the CC have a
higher capacity to respond to infection as compared to the CCO.
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1. INTRODUGCION

SISTEMA 0% 6Biig17as

Un alto porcentaje de las razas domésticas que proveen de alimento & la humanidad

estén en peligro de extincion. Las razas indigenas poseen cominmente rasgos
valiosos tales como adaptacién a condiciones dificiles, incluyendo lolerancia a
enfermedades parasitarias e infecciosas, sequia y calidad alimenticia pobre (CVID,
2003; Sierra, et al., 2003).

Por lo tanto, el rescate y aprovechamiento de recursos genélicos nativos como el
cerdo criolio mexicano podria ser un espécimen fructifero de investigacion por
muchos afios. En México, recientemente se le ha dado un impulso importante al
estudio de los recursos genéticos animales, toda vez que se ha comprendido la
relevancia de las variantes genéicas tan exlensas, pero tan pobremente
caracterizadas, més atn cuando se trata de poblaciones criollas o nativas (Mariscal,
1998; Sierra, et al, 2005).

E) Cerdo Criollo Mexicano (CCM) fue reportado por fa FAQ como un cerdo en peligro
de extincién (FAO, 2000); es una especie poco valorada, se cree que fue introducida
en México en liempos de la conquista, que de forma natural ha sobrevivido a
distintas condiciones ecolégicas incluyendo factores infecciosos y limitaciones
nutricionales. Es fuente de gran diversidad biolégica, ademas de suponerse alta
resistencia 4 enfermedades (Flores, 1992; Lemus, et af., 2003).

La gran importancia agropecuaria del cerdo ha propiciado un notable incremento de
las investigaciones dedicadas al sistema inmunolégico de este animal. Sin embargo,
no se podra contribuir a una reduccién de las enormes pérdidas economicas, sin un
mejor imie del sistema dgico porcino il 1998).

La produccion de anticuerpos por parle ‘de las células plasmaticas con la
participacion de fos linfocitos B es uno de los mecanismos més efectivos en fa

respuesta especifica ante microorganismos. Las inmunoglobulinas se unen



especificamente a los antigenos poniendo en contacto al patégeno con el fagocito
encargado de destruirlo (Sanchez-Vizcaino, 2004; Goldsby, et al., 2004).

IgM es fa primera inmunoglobulina que se produce en una respuesta inmune; sin
embargo, tiene un tiempo medio de vida corto (aproximadamente 5 dias). La IgM es
una inmunoglobulina particularmente efectiva frente a un gran nimero de bacterias
Gram negativas y puede neutralizar agentes virales (Abbas y Lichiman, 2004; Rojas,
2004).

1gG es el anticuerpo més importante en la respuesta secundaria, el papel de esta
inmunoglobulina en la respuesta humoral es vital, la cantidad de anticuerpos es
mayor que en la respuesta primaria e indica que hay memoria inmunoldgica, tiene
mayor afinidad por los antigenos, y es una opsonina. Participa en las reacciones de
aglutinacion y precipitacion. (Tizard, 2002).

El desarrollo de una reaccion inmunitaria efectiva incluye células linfoides,
inflamatorias y hematopoyéticas. Un grupo de proteinas, que se designan en
conjunto como citocinas para indicar su accion en la comunicacion intracelular, media

las interacciones complejas entre células (Marg

, 1996). Las citocinas son un grupo
de polipéptidos sintelizados por el huésped en respuesta a diferentes estimulos
inmunolégicos. Pueden afectar diferentes funciones celulares y estan involucradas.
en la inmuriidad y la respuesta inflamatoria. Estas proteinas regulan tanto el inicio,
mantenimiento y determinacién del tipo de respuesta inmune y el mecanismo efector
de resistencia contra agentes patogenos (Fresno, ef al., 1997)

Debido a la presién de seleccion intensa que se realiza actualmente en las razas de
cerdos con alta explotacion comercial, se ha propiciado que disminuya notablemente
su variabilidad genética; lo que ha ocasionado la fijacién de mutaciones genéticas
indeseables, asl como la disminucién de resistencia a enfermedades (Fujii, ol al.,
1891; O'Brien, et al., 1993).
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En estudios moleculares realizados (Lemus, et al, 2001; Canul, ef al, 2005,
Martinez, of al, 2000, Martinez, et al., 2005) se ha demostrado que los cerdos
criollos tienen mayor heterocigocidad, por lo que esto pudiera ser determinante de
una posible resistencia a enfermedades.

En Nayarit, México; como en algunos paises de América, se dispone de cerdos
criollos que han sobrevivido por més de 500 afios sin control sistematizado de
produccion ni salud, lo que hace suponer que cuentan con una alta resistencia a
enfermedades. (Benitez y Sanchez, 2001; Lemus y Alonso, 2005).

Por estas razones el presente estudio nos permitira diferenciar la respuesta
inmunolégica en los Cerdos Criollos Mexicanos y compararla con los cerdos
comerciales F1 Yorkshire-Landrace en fa etapa de desarrollo.



1.1 HIPOTESIS

Existen en de

de cerdo criollo mexicano y de raza comercial.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Establecer las en la respuesta

entre

humoral entre

de cerdo criollo mexicano y de raza comercial.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar y comparar los niveles de anticuerpos IgM e 19G contra la vacuna
Bacterina Comercial en cerdos de las razas CCO, CC y CPM.

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

CCO,CCyCPM.



II. REVISION DE LITERATURA.

El sistema inmunitario constituye la linea de defensa de los organismos vivos frente a
los patégenos. Su funcién principal consiste en evitar la colonizacién, multiplicacion e
invasion de los tejidos por virus, bacterias, hongos, protozoos y helmintos.

2.1 SISTEMA INMUNITARIO DEL CERDO

Aligual que en otras especies de mamiferos domésticos, el sistema inmunitario del
cerdo esta constituido por células, tejidos, érganos linfoides y factores solubles que le
permiten reaccionar frente a agentes exiranos, generar memoria inmunologica para
una segunda posible infeccion y preservar sus propias estructuras. Sin embargo,
esta especie presenta una serie de diferencias morfolégicas y funcionales propias. La
estructura invertida (corteza/médula) del nédulo de la linfa del cerdo es peculiar, pero
no restringida a los cerdos (Figura No. 1); esta estructura anatémica se encuentra
también en el elefante, rinoceronte, deffin, hipopétamo y nédulos de la linfa del jabali
(Binns, 1982; Goldsby, et al., 2004).

Figura No. 1. Esquema comparativo del ganglio linfatico de cerdo (A) y del humano
(B). Se puede observar la distribucion celular y circulacion linfatica (Sanchez-
Vizcalno, 2004 Goldsby, ef al., 2004).



2.1.1. GRGANOS LINFOIDES

Los érganos y tejidos linfoides se dividen segin su funcion, en primarios y
secundarios. Los primarios (médula 6sea y timo) son los sitios principales de
produccién, regulacion y diferenciacion de células linfoides. En estos 6rganos
primarios, los linfocitos se diferencian a partir de las células primordiales linfoides,

y hasta lirse en células En los mamiferos
las distintas poblaciones de células T maduran en el timo y las células B en el higado
fetal y médula 6sea. Los odrganos linfoides secundarios (bazo, nédulos linfaticos,
placas de Peyer, amigdalas ademas de tejidos linfoides existentes en placas de
peyer y peribronquial) tienen la funcién de captacion y procesamiento de antigenos
ya que en ellos se dan las condiciones para que los linfocitos T y B
inmunocompetentes recién formados puedan interaccionar entre si y con los
antigenos, pudiéndose generar de esta manera la respuesta inmune (Barret, 1993;
Sanchez-Vizcaino, 2004).

Los ganglios linfaticos retienen a los antigenos que puedan llegar a través de los
liquidos linfaticos y proceder a su iony iento por ylos

linfocitos que lo componen; son 6rganos encapsulados constituidos por capsula,
corteza y médula; y una zona mal definida que separa a ambas, llamada
paracorteza, se encuentran distribuidos por todo el organismo de los mamiferos. En
el cerdo, o8 ganglios presentan caracteristicas diferentes con respecio a otras
especies domésticas al tener estructura invertida (Figura No. 1). La corleza se
encuentra en la zona central del ganglio. Por ofra parte, la médula se encuentra en la
periferia del ganglio, no posee senos linfaticos o estructuras similares y esta
constituida por un entramado uniforme y difuso de células en vez de cordones y
senos (Goldsby, et al,, 2004, Sinchez-Vizcaino, 2004).

En la mayoria de las especies animales, la salida de los linfocitos es a través de los
vasos linfaticos eferentes, mientras que en el cerdo estos emigran directamente de
nuevo a la corriente sanguinea a través de los vasos que irrigan a los ganglios.



Resuitando que se encuentren muy pocos linfocitos en la finfa del cerdo (Sanchez-
Vizcaino, 2004).

2.1.2. FORMAS CELULARES

Las células que forman el sistema inmune porcino son muy variadas tanto en su
estructura como en su funcion. Todas proceden de una célula madre pluripotencial
de la médula 6sea, de la que se diferencian dos lineas distintas: La linea mieloide y
Ia linea linfoide (Figura No. 2)

LINEA MIELOIDE

Figura No. 2. Representacién de las dos lineas que forman el sistema inmune
(Sanchez-Vizcaino, 2004).

2.1.2.1. Linea Mieloide

La linea mieloide; de la que derivan las. células denominadas accesorias o
presentadoras de antigenos que, aunque no responden por mecanismos de
especificidad, forman parte de la inmunidad natural o innata, y juegan un papel



esencial en la iniciacion de la inmunidad adquirida. Las células accesorias incluso
pueden actuar como células efectoras en algunos mecanismos inmunitarios. Este
grupo de células presentadoras de antigeno esta formado por: monocitos y
macrofagos, granulacitos (eosinéfilos, neulrofilos y baséfilos) y por células
dendriticas (Figura No. 2) (Barret, 1993; Sanchez-Vizcaino, 2004).

a) Monocitos/macréfagos

Presentan el ejemplo mas claro de poblacién celutar critica para la inmunidad natural,
y necesaria para desempefiar una funcion cenlral en la inmunidad adquirida
especifica. Los macrofages capturan y destruyen particulas extrafias a través de la
fagocitosis. El proceso de fagocitosis consta de cuatro fases: quimiotaxis que es la
migracion dirigida de los macréfagos; adhesion del fagocito al patégeno para su
captura; ingestion propiamente dicha y digestion que es fa destruccién del patogeno
mediante enzimas liticas y la expulsion de los detritus resultantes (Vinay ef al, 2005)

Ademés los macréfagos actian como células presentadoras de antigeno para los
linfocitos T cooperadores (Th). Para responder adecuadamente a los antigenos, las
células T necesitan que éstos le sean presentados a través del complejo principal de
histocompatibilidad para que sean reconocidos. La presentacion de antigeno se
realiza a través de las células presentadoras de antigeno (CPAY), fundamentalmente
células dendtiticas y macrofagos, siendo un paso crucial en el inicio de la respuesta
inmunitaria, Algunos fipos de células ademés de su funcion propia, poseen la
capacidad de actuar como células presentadoras de antigeno (células B). Asi
mismo, existen células que al ser estimuladas por factores solubles (INF-y y TNFa)
pueden ser capaces de presentar antigenos (astrocitos, células foliculares, endoteio,
fibroblastas y otros (Glimeher et af,, 2000)

Por otra parte, producen mediadores solubles (cilocinas) que participan en forma
actva en la modulacion de la respuesta inflamatoria e inmune. Los
monacitos/macréfagos producen y secretan cinco citocinas principales: IL-1, IL-6, IL-



12, IL-18 y TNF-q, asi como una gran variedad de citocinas menores. Su produccion
es activada por una diversidad de estimulos, como bacterias y sus productos como

activados  del  complemento,
inmunocomplejos, sefalizacién de linfocitos T, TNF-a, GM-CSF y la propia IL-1.
Estas citocinas inducen un efecto pro-inflamatorio, estimulan la secrecion de otras
citocinas, participan en la activacion, proliferacion y diferenciacion celular asi como
en el control de la respuesta inmune. Todas estas citocinas tienen funciones
parecidas en términos generales (Paul, et al, 1994; Abbas y Lichtman, 2004).

b) Granulocitos

El tipo celular mas importante del sistema mieloide es el granulocito neutrdfilo
polimorfonuclear, que en general recibe el nombre de neutréfilo. Se trata de células
que después de formarse en la médula 6sea emigran hacia el torrente sanguineo
antes de pasar al interior de los tejidos, su vida total es de pocos dias. En la
eirculacién existen dos grupos de neulrofilos, uno circulante y otro cuyas células se
enla Durante las i

el nimero de neutrdfilos circulante suele incrementarse ya que son liberados los que
se encuentran en la médula ¢sea y de las células que se encuentran secuestradas.
Su funcion es capturar y destruir particulas extrafias como bacterias invasoras, a
través de Ia fagocitosls (Tizard, 2002).

»

c) Células dendriticas

El procesamiento del antigeno por los macréfagos no resuita eficiente, debido a que
una buena parte de ¢l es destruida por proteasas lisosémicas. De hecho, puede
considerarse que macréfagos y linfocitos B son células que tienen otras prioridades:
los primeros capturan y destruyen invasores, mientras que los segundos producen
anticuerpos. Las células presentadoras de antigeno més eficientes son las llamadas
células dendriticas. Resultan esenciales para iniciar las inmunorreacciones primarias
¥ regular la actividad de los linfocitos. Monitorean el medio ambiente a nivel de la piel



y de las mucosas en busca de patgencs. a los cuales capturan y procesan para
extraer de ellos las moléculas mis inmunogénicas y presentarias a los linfocitos T en
los brganos linfoides secundarios, ganglios y bazo. Activan a los linfocitos T, actian
tanto en fos mecanismos de inmunidad innata como adquirida, participan en el
desarrollo de algiin tipo de tolerancia, fagocitan cuerpos apoptdticos, activan a las
célutas asesinas naturales. Capturan y exhiben grandes cantidades de antigeno
pracesado, y en conjunto forman una red ampliamente distribuida de células
presentadoras de antigeno la cual se encuentra en todos fos érganos excepto,
encéfalo, partes del ojo y lesticulos. Dicha red es especialmente densa en tejidos
como ganglios linfaticos, piel y superficies mucosas (Tizard, 2002; Rojas, 2004).

2.1.2.2. Linea linfoide

Responsable de llevar a cabo Ias principales funciones que caracterizan al sistema
inmune y que le permite reaccionar frente a moléculas extrafias de forma especifica,

asi como recordarlas para una futura posible invasion (memoria) (Figura No. 2).

Los linfocitos son 1as unicas células inmunocompetentes capaces de reconocer de
forma especifica los antigenos. Estas células son las responsables de las tres
principales caracterlsticas del sistema inmune: Diferenciacion de lo propio,
especificidad y memoria. Son morfolégicamente homogéneas aunque constan de
varios subgripos que realizan funciones diferentes. Los linfocitos son pequefias
células redondeadas que se originan en la médula 6sea, maduran en diferentes
¢érganos generadares y se localizan en tefidos linfoides periféricos anatémicamente
definidos como timo, ganglios linfaticos y bazo: su tamafio varia entre 7y 15 um de
didmetro, se encuentran en la sangre y en 6rganos linfoides como timo, ganglios
linfaticos y bazo; su tamafio varia entre 7y 15 um de diametro. (Abbas y Lichtman,
2004).

Los linfocitos porcinos se producen en los érganos linfoides primarios en grandes



proporciones. En la médula osea se originan los linfocitos B, responsables de la

respuesta humoral y en el timo se originan los linfocitos T, responsables de la

respuesta celular.

Parle de estos linfocitos emigran a los 6rganos linfoides

secundarios para formar las zonas T o B dependientes (Cuadro No. 1). (Sanchez-

Vizcaino, 2004).

Cuadro No. 1 Caracteristicas que identifican a los linfocitos B y T (Tizard, 2002).

LINFOCITOS T

[ PROPIEDAD ‘ " LINFOCITOS B

Sifios de desarrollo [Médua Gsea, bolsa | Timo
Fabricio, placas  de
Peyer,

Distribucion Corteza de ganglios
linfaticos linfaticos

Foliculos esplénicos.

Paracorteza de  ganglios |

Vaina periarteriolar esplénica

Circulacion en sangre | No E
de anigeno | BCR- TCR de
proteina

Anfigenos de superficie | Inmunaglobulinas

importantes

Se relaciona con CD3, CD4
oCD8
CD2, CD3, CD4 0 CD8

Mitdgenos ‘ Fitolaca, fipopolisacarido

Fitohemaglutinina,
concanavalina A,

BCG, fitolaca

vacuna

Antigenos reconocidos | Proleinas extrafias libres

Proteinas extranas
procesadas,

MHC

en antigenos

Induccién de tolerancia ‘ Dificil

Facit

[Células de progenie Células

célutas de memoria

plasmaticas,

Uinfocitos T_ efectores, de

memoria

Productos secretados

‘ Inmunoglobulinas

Citocinas



a. Linfocitos T

Los linfocitos T juegan un papel fundamental en la respuesta inmune, en los
mamiferos los linfocitos T dirigen y regulan la respuesta inmune y se caracterizan por
ser capaces de reconocer especificamente antigenos extrafios asociados a antigeno
leucocitario porcino (SLA) tipo 1 6 11. Dentro de ta poblacién de los linfocitos T, se
clasifican varios sublipos definidos por sus caracteristicas fenotipicas funcionales e
Incluso por sus distintos procesos de diferenciacién, Gracias a la produccion de
anticuerpos monoclonales (mAD) frente a los linfocitos porcinos, se han podido
diferenciar varias subpoblaciones de linfocitos T de cerdo. agrupandose en los
denominados “cluster” de diferenciacién (CD) en virtud de sus diferencias antigénicas
y funcionales (Cuadro No. 1) (Linton et af,, 2003; Sanchez-Vizcaino, 2004).

Los receptores de antigeno en los linfocitos T (TCR) (Figura No. 3), se localizan
Ginicamente en la superficie de estas células. Cada linfocito T posee alrededor de 30
000 TCR idénticos. Debido a que todos los TCR presentes en una célula dada son
idénticos, cada linfocito T sélo podr4 unirse a un péptido antigénico especifico y
reaccionar con él. Cada TCR consta de dos cadenas polipeptidicas de union a
antigeno vinculadas con un gran nimero de olras glucoproteinas. Estas amplifican la
sefal generada al unirse con un antigeno con el TCR, y la transmiten al linfocito. Se
han identificado dos tipos de TCR. Estos receptores son: Receptor a-B (TCR u-f) y
Receptor y-5 (TCR y-5). EI Receplor a-P, representa entre el 40 al 60% de los
linfocitos de sangre periférica. Los linfocitos T o b son: Linfocitos T CD4 (Linfocitos T
cooperadores) y Linfocitos T CD8 (linfocitos T Citotéxicos). El receptor y- 5 (TCR
7-8), presente en la mayorla de las células denominadas células nulas se encuentran
abundantemente en las mucosas (Tizard, 2002; Sanchez-Vizcaino, 2004).
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Figura No. 3 Diagrama esquematico del complejo TCR a-B. Fommado por sus

dominios constantes (Co. y CB) y variables (Va y VB) (Abbas y Lichinjan, 2004)

aA Linfocitos Th1 y Thz ‘,
Dentro del proceso de la respuesta inmune especifica, las célulds del sistema
inmunolégico (linfocitos B, fagocitos y otros linfocitos T) |nleracI\onan con los
linfocitos T para inducir en elios la activacion, division y diferenciacion. Esta relacion
se lleva a cabo de dos maneras: por contacto directo entre moléculag de membrana
y mediante la secrecion de mediadores solubles (Kidd, 2003) T

|
Tras Ia presentacion de antigenos y por el efecto de ciertas citocinds, los linfocitos
CD4 pueden polarizarse en sus acciones, particularmente su produccion de
citocinas, de tal modo que favorezcan la respuesta inmune celular (Th1) o humorat
(Th2). La produccion de citocinas por los macrofagos y otros tipos Gelulares en las
primeras fases de Ia infeccion define el pation Th1 o Th2 que sg produciia en
respuesta a un agente extrafio. La liberacion de interferén (INF-y) e I|-12 inducen la



kdiferenciacién de las células Th a las células Th1, en tanto que fa IL4 e IL-10
inducen la polarizacién Th2 (Glimcher, et al., 2000; Abbas y Lichtman, 2004).

Los linfocitos T de ayuda producen muchos lipos de citocinas distintos que
pertenecen a dos categorias principales: Las generadas por linfocitos Th1 y las
efaboradas por linfocitos Th2. En general las cilocinas que derivan de las células Th1
tienden a presentar biologicas que se alas de

las citocinas derivadas de las células Th2. Por consiguiente, la generacion de Thi y
Th2 es regulada por el equilibrio entre estos dos grupos (Harris, ef al, 2000,
Glimcher, et al, 2000).

Los linfocitos Th1 y Th2 se distinguen por las citocinas que producen y el lipo de
respuesta inmune en la que intervienen. Los linfocitos Th1 producen INF-y, factor de
necrosis tumoral-beta (TNF-B), IL-2 e IL-8, los cuales activan a los linfocitos CD8 y
células asesinas naturales. Esta polarizacion Th1 supondra un predominio de la
respuesta inflamatoria y citotéxica. Por su parte los linfocitos Th2 secretan una
mezcla de citocinas como IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, entre otras; y por lo
general cooperan para que los linfocitos B produzcan inmunoglobulinas, Son
coestimuladas por IL-1 para producir estas citocinas (Figura No. 4) (O'Garra, et al,
2004; Kidd, 2003).

Figura No. 4 Citocinas y sus funciones (Ramirez, 1996).




b. Otros linfocitos

Ademés de los linfocitos T y-6 anteriormente denominados células nulas y que
realmente son una subclase de los linfocitos T, existen otros linfocitos de gran
importancia en la respuesta inmune natural o innata en la especie porcina, conocidos
como células NK (Tizard, 2002).

Las células NK presentan una actividad citotoxica frente a células infectadas por
virus y células tumorales, aunque no las reconocen por un estimulo antigénico
especifico (las NK no expresan TCR), ni esta restringida por el SLA, como ocurre con
los linfocitos T (CD8). Sus mecanismos de activacion se inician al reconocer, de
forma natural, células que no expresan adecuadamente el SLA, como ocurre en la
mayorla de las células infectadas por virus. Por otra parte liberan mediadores
solubles (citocinas) tales como TNF e INF-y lo que permite la estimulacion de
diferentes mecanismos linfocitarios (Kurita, et al., 2001; Sénchez-Vizcaino, 2004).

<. Linfocitos B

Los llamados linfocitos B (o células B), se originan en la médula 6sea, aunque
maduran en las placas de Peyer o en la propia médula antes de emigrar a los
6rganos linfoldes secundarios. Se encuentran en la corteza de los ganglios linfaticos,
en foliculos dentro de placas de Peyer y bazo, y en la zona marginal de la pulpa
blanca esplénica (Abbas y Lichtman, 2004). En sangre periférica, los linfocitos B del
cerdo suponen entre el 8 al 18% de los linfocitos totales. La membrana de los
linfocitos B esta formada por un gran numero de moléculas, muchas de las cuales se
han podido ir estudiando gracias a los mAb. De entre ellas, es importante destacar, la
conocida como complejo BCR (B Cell Receptor) (Figura No. 5) receptor de células B
(Parslow et al., 2002).



Figura No. 5 Diagrama esquemético del complejo BCR. (Abbas y Lichtman, 2004)

Los linfocitos B actuan como mediadores de la inmunidad humoral especifica y
producen anti o Los

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

de membrana son i por las propias células B y quedan
insertadas en la superficie de membrana donde actuan como receptores antigénicos
especificos. Por su parte, los anticuerpos son proteinas que se encuentran libres en
el suero y que se unen especificamente a los antigenos poniendo en contacto el
patégeno con el fagocito encargado de destruirlo (Pistoia, 1997, Sanchez-Vizcaino,
2004).
Una vez que se ha llevado a cabo el contacto con el antigeno, las células B se
aclivan proliferan y se diferencian en células plasmaticas o células secreloras de
anticuerpos. Una parte de los linfocitos B activados no se diferencian en células
plasmaticas, sino que se convierten en células de memoria que serdn las
responsables de la produccion de una respuesta més rapida e intensa en el caso de
un nuevo contacto con ese antigeno. Asi mismo, las células B pueden producir
citocinas (IL-1, IL-2, IL-4. IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, interferén gamma, factor de necrosis
tumoral alfa, entre otras), asi como responder ante ellas, actuando ademés como
células presentadoras de antigenos a los linfocitos Th (Tizard 2002).




c.1. Células plasméticas

ILas células B de a menudo a formas

llamadas células se originan de linfocitos 8
estimulados por antigeno. Las células plasmaticas se encuentran s6lo en 6rganos
linfoides y en los lugares de respuesta inmunitaria, y normaimente no circulan por la
sangre o la finfa. (Parslow et al, 2002; Abbas y Lichtman, 2004)

Las células plasmaticas son ovoides y tienen de 8 a 9 um de diametro el mismo
digmetro que su célula B progenitora, tienen un nicleo similar grande y redondeado,
el citoplasma abundante contiene un reticulo endoplasmico rugoso denso, que es el
deposito ribosomal tipico de las células con funcién activa de sintesis de proteinas
(Ias inmunoglobulinas y otras proteinas secretadas y de membrana). A diferencia de
las células progenitoras, las células plasmaticas no s6lo sintatizan inmunoglobulinas,
8ino que también las secretan. Sin embargo, una sola célula plasmatica no secreta
todas las formas estructurales de inmunoglobulinas. E1 proceso de la conmutacién de
clase de inmunoglobulina obliga a la célula plasmatica a la produccion de una sola
inmunoglobulina. Se cree que las células plasmaticas son células en su fase final de
diferenciacion con una capacidad nula o escasa de division mitética, y son, en
esencia, factorias para la sintesis y fabricacion de inmunoglobulinas (Tizard 2002;
Abbas y Lichtman, 2004).

¢.2. Inmunoglobulin

anticuerpos

La produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos B es uno de los mecanismos
mas efectivos en la respuesta especifica ante microorganismos. Cada molécula de
Inmunoglobulina, independientemente de su Isotipo, esta formada, genéricamente,
por dos cadenas polipeptidicas ligeras y dos cadenas pesadas unidas por puentes
disulfuro. Dentro de la molécula se pueden reconocer dos regiones, una region
variable (Fab), implicada en la unién del antigeno y donde se encuentra la
especificidad de la inmunoglobulina, y una regién constante (Fc) (Figura No. 6). que




es la mediadora de las funciones efectoras del anticuerpo y determina el tipo y
subtipo de i que se producira (Sanche ino, 2004).

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

proteicas i dominio de i Las cadenas
ligeras estan formadas por dos dominios, uno variable (VL) y otro constante (CL) y
las cadenas pesadas por una parte variable (VH) y tres (IgG e IgA) o cuatro (IgM e
1gE) constantes (CH1, CH2, CH3 y CH4) (Figura No. 6). Los dominios son idénticos
en las dos cadenas ligeras entre si y en las dos cadenas pesadas. En las cadenas H
también existe una regién adicional, que no forma parte de los dominios, denominada
fegion bisagra. La region bisagra est4 localizada entre los dominios CH1y CH2 y
permite la movilidad a las inmunoglobulinas (Sanchez-Vizcaino, 2004).

Figura No. 6. Estructura de los dominios de las inmunoglobulinas. En las cadenas
ligeras existen dos dominios, uno variable (VL) y otro constante (CL). Las cadenas
pesadas presentan un dominio variable (VH) y tres o cuatro constantes (CH)
(Sanchez-Vizcaino, 2004).



Los dominios variables (VL y VH) tienen como funcién la unién al antigeno y por
tanto, son los de la i de la i mientras que
los dominios constantes permiten la diferenciacién de los cinco isotipo de cadenas

pesadas (1,¢,a,8) que formaran las inmunoglobulinas (IgM, I9G, IgE, IgA e IgD) y de
fos dos tipos de cadenas figeras: capa (K) y landa (A). Asi como, son los
responsables de las funciones efectoras de las inmunoglobulinas (fijacion del
complemento, receptores celulares, elc.) (Sanchez-Vizcaino, 2004)

En el cerdo se han descrito cuatro isolipos de inmunoglobulinas, IgM, 19G, IgA e IgE
y la posible existencia de la IgD porcina que todavia no se ha podido demostrar en
forma concluyente (Sanchez-Vizcaino, 2004).

La concentracién de las inmunoglobulinas porcinas en la leche materna es: I9gG 1.3,
1gM 0.3-0.9, IgA 3.7 mg.mL" y en el calostro de 30.70, 2.5-3.2 y 9.5-10 mg.mL"
respectivamente. La IgE que representa solo el 0.01% se ha podido determinar
mediante métodos funcionales, incluso inducida por la presencia de virus como el de
Ia Peste Porcina Africana (Sanchez-Vizcaino, 2004)

En la placenta no existe traslado alguno de inmunoglobulinas materales por
circulacion fetal, por consiguiente, el calostro mantiene a los lechones en un
ambiente libre de gérmenes por lo que estos son un excelente modelo para
diferenciar entre reacciones inmunes innatas y estimulos a los antigenos externos
(Tiaskalowa-Hogenova, et al, 1994)

Como es bien sabido, la produccion de calostro dura unas pocas horas, de manera
que los anticuerpos asi ingeridos seran la tnica proteccion frente a microorganismos
patégenos, hasta que el sistema inmune del lechén sea capaz de producir sus
propios anticuerpos (Durén, 1990)

A partir de Ia tercera semana de vida, el lechon comienza a ser inmunocompetente,
es decir comienza la propia produccién de anticuerpos, y no es hasta la sexta u



| octava semana de vida cuando ya completo su maduracién inmunologica (Buxads,
1996).

La 1gM es Ia primera inmunoglobulina en producirse tras una respuesta inmune y es
el isolipo predominante en la respuesta primaria, es producida y secretada por las
oélulas plasmaticas del bazo, los ganglios linfaticos y la médula 6sea. Mientras se
encuentra en la superficie del linfocito B y actia como BCR (Figura No. 7A), Ia IgM
es un monoémero de inmunoglobulina. Sin embargo, la forma secretada es un
polimero y que consta de cinco (a veces seis) subunidades enlazadas en circulo por
putentes disuifuro. Un polipéplido pequefio rico en cisteina, denominado cadena J,
une dos de las unidades para completar el circulo (Figura No. 7A) (Tizard, 2002).

~1gM cpi Pentamera ° o
Q ol M
2

Cadena J

Figura No. 7 (A) Diagrama esquematico de la molécula IgM secretada. (B) Diagrama
esquematico de la molécula de IgM unida a fa membrana en la superficie de un
linfocito B. (Abbas y Lichtman, 2004)

La IgM es la segunda inmunoglobulina en concentracién en suero, después de la 1gG
representando entre 10 y un 12% del total de inmunogiobulinas porcinas ya que la




1gG proparciona el 80% del total, mientras que la IgA el 7.09% y Ia IgE menos del
0.01%, siendo sélo un compenente menor (Sanchez-Vizcaino, 2004).

El papel de la IgM es de gran importancia como primera inmunoglobulina de defensa
en la respuesta humoral (Figura No. 8) y aunque su grado de afinidad para
reaccionar con el antigeno es inferior al de la 19G, su formacion penlamérica le
permite unirse de forma maltiple con diferentes antigenos y poder activar el
complemento, una sola molécula de IgM pentamérica unida a antigeno es capaz de
iniciar Ja activacion del complemento y la fagocitosis, la IgM es una inmunoglobulina
particularmente efectiva frente a un gran nimero de bacterias Gram negativas y
puede neutralizar agentes virales, no se han descrito diferentes subclases de IgM en
el cerdo, aunque si se ha podido observar una variante alotipica en algunos
animales, debido a su gran tamafio la IgM se encuentra fundamentalmente en el
suero sanguineo (Tizard, 2002).

REGPUESTA PRIMARIA
ySECUNDARIA
FRENTE ANTICENOS

T OEPENDIENTES
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Concantrucitn de inmuncglobulinas.
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Figura No. 8. Represenlacién gréfica de la respuesta primaria y secundaria de IgM e
1gG {Sanchez-Vizcaino, 2004)



La IgA es la mas importante en la inmunidad de las mucosas Y la principal en la
Iactancia, se han descrito dos subclases en el cerdo IgA1 & lgA2, la actividad de fa
1A en las mucosas actia a tres niveles diferentes evitando la penetracion de los
antigenos en la pared del intestino, neutralizando la actividad de algunos virus,
dentro de las células epiteliales y fuera de ellas (Tizard, 2002)

La 1gG es producida también por células plasmaticas del bazo, los ganglios linfaticos
¥ la médula ésea. Es la inmunoglobulina de mayor concentracion en la sangre, por lo
cual desempeiia la funcion més importante en los mecanismos de defensa mediados
por anticuerpos. Tiene la estructura tipica de un BCR (Figura No. §), y esta formada
por dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas gamma. Las cadenas
ligeras son de tipo kappa o lambda. Puesto que es la inmunoglobulina més pequefia,
Ia IgG escapa con mayor facilidad que las ofras de los vasos sanguineos, lo cual
reviste especial importancia en el tejido inflamado, donde el aumento de fa
permeabilidad vascular facilita Ia participacion de la IgG en fa defensa de os tejidos y
Ias superficies del organismo (Tizard, 2002).
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Figura No. 9 Diagrama esquemdéiico de la molécula 1gG secretada. (Abbas y
Lichtman, 2004).




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

respuesta secundaria, se han descrito al menos, cinco subclases de 1gG: IgG1,

19G2a, 1gG2b, 19G3 € IgG4, sin embargo, el estudio de ADN ha puesto en evidencia

que existen ocho genes que codifican la region constante, el papel de esta

inmunoglobulina en Ia respuesta humoral es vital, presenta un elevado Indice de

afinidad por los antigenos, pudiendo opsonizarlos para facillar la fagocitosis,
i o (Figura No. 8) h ino, 2004).

Los ademas i en laboratorio. Una
de las técnicas que se utilizan para cuantificar antigenos o anticuerpos en solucién
es el inmunoensayo enzimatico, demonimado por su siglas en inglés ELISA
(Sanchez-Vizcaino, 2004).

2.2 RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune consiste en el desencadenamiento de los mecanismos
destinados a la eliminacidn de patégenos o material extrafio. La realizacién de esta
respuesta esta constituida por tres pasos: el reconocimiento de manera inespecifica
y especifica del agente extrafio por parte de los fagocilos, linfocitos T y B y otros

tipos celulares; 1a regulacion a través de la interaccion de los diferentes elementos
del sistema inmunitario para que se activen y regulen, y la respuesta del tipo e
intensidad adecuada para la eliminacion o inactivacion del agenle exiraio

(Pappaterra, 2002).

Los vertebrados poseen diferentes mecanismos para defenderse de la agresion
originada por los agentes patogenos. Estos mecanismos pueden ser inespeclficos,
slendo los primeros de carcter general, capaces de defenderlo contra cualquier
agresor, en tanto que los especificos s6lo actian contra entidades bien definidas
Dentro del proceso de reaccion frente a patégenos, la respuesta inmunitaria por parte
del hospedador se puede clasificar en dos tipos: innata (natural o Inespecifica) y
adquirida (adaplativa o especifica). Asf mismo, la respuesta adquirida se puede llevar



a cabo a través de una respuesta inmune mediada por células o mediante una
respuesta de tipo humoral. Todos estos mecanismos inmunes dependeran del tipo
de agente, las lesiones que causa y del lugar donde se produzca la infeccion
(Margni, 1996, Tizard, 2002)

2.2.1. RESPUESTA INMUNE INNATA, NATURAL O INESPECIFICA

Es de dos tipos' a) los constituidos por las barreras naturales y b) los de ta inmunidad
innata o inespecifica. Se desencadenan al poco tiempo de fa entrada del agente al
organismo y predominan en las primeras fases de una infeccion, teniendo una gran
importancia en la proteccion sistémica y local del organismo. Comenzando con las
barreras fisicas (piel, secreciones de las mucosas, enzimas proteoliticas, pH del
estomago, etc), impiden la penetracion de los agentes patogenos reales o
potenciales, les permiten mantener su integridad. Seguido de la respuesta natural o
innata que es la primera barrera inmunolégica no especifica, la cual mediante la
activacion de factores humorales como el complemento o celulares como la
fagocitosis o fa activacion de las células NK, presentan una alta capacidad de
eliminacion de agentes infecciosos, para terminar, en caso necesario (no siempre
hace falta, ya que muchas infecciones no progresan) (Margni, 1996; Molina, 2005),

2.2.2. RESPUESTA INMUNE ADQUIRIDA, ADAPTATIVA O ESPECIFICA

Este tipo de respuesta depende de los linfocitos T y los linfocitos B, caracterizandose
por Ia especificidad para reconocer antigenos y la generacién de memoria para
activarse rapidamente en caso de un posterior enfrentamiento al mismo agente.
Consta de una respuesta primaria de baja intensidad y corta duracin y una
respuesta secundaria que se caracteriza por ser mas rapida, intensa y efectiva
(Pappaterra, 2002; Molina, 2005)

Dentro del proceso de la respuesta especifica puede distinguirse’ un componente
humoral, basado en la ion de yun celular, basado

o



en mecanismos de citotoxicidad. Durante el desarrallo de la respuesta adaptativa
frente a un patogeno, se suelen desencadenar ambos fipos de inmunidad, si bien
generalmente una de ellas predomina sobre la otra (Pappaterra, 2002).

2.2.2.1. Respuesta inmune mediada por céluias

Esta mediada por células lamadas linfocitos T, su especificidad se debe a que estos
linfocitos a menudo funcionan en conjunto con ofras células como los fagocitos para
controlar o eliminar microorganismos (Rojas, 2004)

Los microorganismos intracelulares obligados, como los virus y algunas bacterias,
proliferan en el interior de las células huésped, donde son inaccesibles a los
anticuerpos circulantes. La defensa frenle a tales infecciones se debe a la inmunidad
mediada por células, que funciona por la induccion y promocién de la destruccion
intracelular de los microorganismos o de la lisis de las células infectadas (Abbas y
Lichtman, 2004; Anderson, 2006).

Esto se realiza mediante la accion directa de diferentes tipos celulares, asi como los

de i fagocitosis, liberacion de
citocinas y presentacion de antigenos, no interviniendo de manera determinante, los
lifocitos B i los anticuerpos (Pappaterra, 2002)

2.2.2.2. Respuesta inmune humoral

La inmunidad humoral esta mediada por maléculas de la sangre responsables del
reconacimiento especlfico y de la eliminacion de antigenos; s llaman linfocitos B, y
responden a los antigenos extrafios evolucionando a células productoras de
anticuerpos (Tizard, 2002).

Es el principal mecanismo de defensa contra los microorganismos exiraceiulares y

las toxinas que secretan, porque los anticuerpos pueden uairse a ellos y cooperar en



su destruccion (Tizard, 2002)

Se observan linfocitos B en la corteza de los ganglios linfaticos, en la zona marginal
del bazo, en médula 6sea y en las placas de Peyer del intestino. Sélo unos cuantos
circulan en fa sangre. Al igual que los linfocitos T cada linfocito B porta una gran
cantidad de receptores de antigeno idénticos; por esta razon, una célula sélo podra
unirse y reaccionar con un solo antigeno (Rojas, 2004)

La respuesta de tipo humoral puede ser independiente de los linfocitos T
interaccionando directamente las células B con los antigenos. Una vez activadas, las
células B se en células de o bien en
células de memoria que permaneceran en el organismo por largo periodo de tiempo
(Margni, 1996).

En la inmunidad frente a patogenos, los anticuerpos pueden actuar por tres vias: Se
puede producir la unién de estos anticuerpos a los patogenos para prevenir fa
infeccién de las células, realizandose asi la neutralizacion del agente, Por otra parte,
este recubrimiento de los microorganismos por parte de los anticuerpo produce la
opsonizacién del mismo para ser asi reconocido por los receptores Fe (fraccion
cristalizable)  especificos de las  células fagociticas, incrementandose
considerablemente el proceso de la fagocitosis. Alternativamente. los anticuerpos
unidos & los patégenos pueden activar las proteinas def sistema’del complemento
para incrementar la opsonizacion y la lisis de algunas bacterias (Roit, et al., 2001).

A pesar de que dentro de todo el proceso de la respuesta inmune especifica existe
una especializacion de cada una de las respuestas que la constituyen (celular y
humoral), los componentes basicos de cada una de estas respuestas (células e
inmunoglobulinas) son necesarios entre si para la elaboracion de una reaccion
inmune efectiva, ya que a pesar que de un lipo de respuesta predomina sobre otra,
en muchas ocasiones ambas colaboran entre s (Pappaterra, 2002).



2.3. CITOCINAS

Las celulas de! sistema inmunitario secretan una variedad sorprendente de proleinas
que regulan las inmunorreacciones al enviar sefales entre las células. Estas
proteinas reguladoras reciben el nombre genérico de citocinas; éstas presentan gran
variedad de funciones y son de gran importancia en la respuesta inmune, tanto
natural o innata como adquirida (Roitt ef af; 2001).

La acluacion de las citocinas es semejante a las de las hormonas, de hecho también
se conocen a las cilocinas como las hormonas del sistema inmune. Las citocinas
estan implicadas en la respuesta inmune innata o natural mediante la activacion de
los macrofagos y de las células NK induciendo procesos inflamatorios y
quimiotacticos (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
y facilitando la comunicacién entre las diferentes poblaciones celulares. La principal
diferencia entre las citocinas y las hormonas es, que las primeras actian sobre
diferentes poblaciones celulares y tejidos, mientras que las hormonas, suelen actuar
sobre un sslo érgano. Ademas, una sola célula puede producir diferentes citocinas,
cosa que no ocurre con la produccion de hormonas (Roit, et af; 2001).

Aungue Jas citocinas lienen una eslructura diversa, comparten varias propiedades:

-La secrecion de citocinas es un acontecimiento breve y autolimitado. Las citocinas
no pueden almacenarse en forma de moléculas preformadas y su sintesis se inicia
por la transcripcién de nuevos genes debida a una activacion celular

-Las acciones de las citocinas suele ser icas y El

se refiere a la capacidad de una citocina para actuar sobre diferentes tipos celulares,
Esta propiedad permite a una citocina mediar diversos efectos biolégicos, pero limita
en gran medida su utilidad terapéulica. La redundancia se refiere a la propiedad de

matiples citocinas de ejercer los mismos efeclos funcionales. Debido a esta



redundancia, los antagonistas de una citocina pueden no tener consecuencias
funcionales, ya que otras cilocinas las compensan

-Las citocinas influyen a menudo en la sintesis y las acciones de otras citocinas. La
capacidad de una citocina para estimular Ia sintesis de otras produce cascadas en
las que una segunda o tercera citocina puede mediar los efectos biologicos de la
primera. Dos citocinas pueden antagonizasse enlre si, provocar efectos aditivos o, en
algunos casos, produci un efecto mayor del previsto (sinergia).

-Las citocinas inician sus acciones al unirse a receptores especificos de membrana
en las células diana.

-Las sefiales externas regulan la expresion de los receptores de citocinas y, por
consiguiente, Ia respuesta de las células a las citocinas.

-Las respuestas celulares a la mayoria de las citocinas consisten en cambios en la
expresion de genes en las células diana, o que da lugar a la expresion de nuevas
funciones y a veces, a la proliferacion de las células diana. (Ramirez, 1996; Abbas y
Lichtman, 2004)

Por ltimo, las citocinas suelen actuar, fundamentaimente, de forma local, tanto
sobre la misma célula que las produce (actividad autocrina) como sobre las células
vecinas (actividad paracrina), mas que en acciones sobre células y tejidos distantes
de su produccién (actividad endocrina). Esta situacion es, mas comin en las
hormonas. No obstante, algunas citocinas, especialmente de efectos pro-
inflamatorios como la IL-1 y el TNF (Cuadro No. 2), actiian mediante difusién a través
de la sangre sobre células diana distantes (actividad endocrina) (Chung, 2001;
Tizard, 2002)




CGuadro No. 2. Cltocinas de la inmunidad innata (Abbas y Lichtman, 2004).

Citocina

Principal fuente

Principales células diana y efectos

celular biologicos
Maciéfagos, infocitos T | Célias endolaliales: activacion
(inflamacion, coagulacién)
Neulrsfios. activacion
& Hipolalamo: fiebre

1 Higado: sintesis de proteinas de fase aguda
Miisculo, grasa: catabolismo (caquexia)

e Muchos tipos celulares: apoplosis
Macrdfagos, céluias Céluias endoleliales: actvacion
endoteliales, algunas (inflamacién, coagulacion)

74, células epiteliales Hipotalamo: fiebre
Higado: tipos de proteinas de fase aguda
Macrofagos, cluias Leucocios: quimiotaxia, actvacion;
endoteliales, algunas Migracion alos tejidos
células epielisles
Maciélagos, céluias. Linfocilos T; dferenciacion Thi
dendriticas Linfocitos NK y T: sintesis de IFN-y.

aumento de actividad citolitica

TN @aTRaT T [TFN-o: mactolagos Todas las células: estado antvinico, aumento
(IFN-G[IFN-B) | IFN-B: fibroblastos de la expresion de MHC de clase |
G KAENG e Linfocitos NK: activacion

[Macréfagos Macréfagos, células dendriticas: inhibicion de.
Linfocitos T (sobre la sintesis de IL-12 y expresion de coesti-
todo Th2) mutadores y moléculas del MHC de clase I
Macrdfagos, céluias Higado: sintesis de proteinas de fase aguda
endoteliales, linfocitos T | Linfocitos B: proliferacion de células.

Productoras de anticuerpos.

MaciGfagos, olras Linfocilos NK: proliferacién
Linfocitos T: prolferacién (infocilos CD8"

de memoria)

Waciélagos Tirfocitos NK y T- sintesls 08 TPy




Cuadro No. 3. Citocinas de la inmunidad adaptativa (Abbas y Lichtman, 2004).

Citocina

Principal

fuente celular

Principales células diana y efectos
biolégicos

“Interleucing-3 Linfocitos T LinfocitosT: proliferacion, amento de la sintesis
L2) de proleinas; potencia la apoptosis mediada
por Fas
Linfocilos NK: proliferacién, activacién
Linfocilos B proliteracién, sinlesis de anticuerpos fin vitro)
Inlerleucinad | Uinfocitos T Linfocftos B: cambio a 150tipo 19E
L4 Co4" (Tha), Linfocitos T: diferenciacion Th2, proiferacion
mastocitos WMacréfagos: inhibicidn de la activacion mediada
por IFN-y
2 Maslocitos: proliferacion (in vitro)
Tnieieicina 5 Tinfocitos T Eosindfios. aclvacion, aumenlo 6e 1a produccion
(IL's) CDa" (1,2) Linfocitos B: prolferacin, sintess de Igh
Tifeiferbn gamma || LinfoctosT Waciofagos: activacion (aumento de las funciones
(IFNY (Tn1, CDB*) Wicrobicidas)
Linfacitas TNK | Uinfocitos B: cambio a isotipos de subclases de IgG
Opsonizadores y fijadoras del complemento
Linfocitos T: diferenciacién Tht
; Varias células: mayor expresién de moléculas
de las clases | y Il del MHC, mayor
5 procesamiento y presentacion do antigenos
alos fifocitos T
Facior Tinfocitos T, Uinfositos T: inhibicién 06 praferacion
de crecimiento macréfagos, ¥ funciones efectoras.
iransformador atros tipos | Linfocitos B: inhibicidn de la proliferacion;
beta (TGF-B) celulares sintesis de Igh
Macrétagos : inhibicitn
Tinatoxina, Linfocitos T ‘Alraccién y acivacion de neuliéfios
(s} Organogenia linfética
Tnteriedeina:1a Tinfocitos T Tinfociios B: cambio a isalipo IGE
(1:13) coa’ (T,2) Gelulas epiteliales: aumento de moco

Macréfagos: inhibicién




2.3.1. interleucina 1(IL+1)

Es una proteina secretada principalmente por macréfagos, aunque también puede
ser secretada por otros tipos celulares (linfocitos T, B, ceélulas asesinas naturales,
granulocitos, células endoteliales, entre otras). Presenta dos formas IL-1a e IL-1B,

utilizan el mismo receptor y su accién biolégica es indistinguible.

Dentro de sus funciones estan las de regulacion inmunologica como: estimulacién del
crecimiento de linfocitos T y B, incremento de la proliferacion celutar y la sintesis de
16, IL-8, TNF-a y de la misma IL-1. Ademés activa las células asesinas naturales,
es citostatica para células tumorales, Actia sinérgicamente con IL-6 para inducir la
produccion de IL-2 e incrementar la expresion del receptor para IL-2(CD25) (Abbas y
Lichtman, 2004; Pappaterra, 2002).

En cuanto a las funciones pro-inflamatorias; por si sola 0 actuando en combinacién
con otras citocinas (IL-6, IL-8, TNF-a) es el pirgeno enddgeno responsable de la
fiebre que acomparia @ las infecciones, incrementa la secrecion de proteinas
inflamatorias como elastasa y activador del plasminégeno. También como la TNF-a
es capaz de activar el endotelio para que los monocitos y neutréfilos se adhieran a la
superficie endotelial (Abbas y Lichtman, 2004; Pappaterra, 2002).

2.3.2. interleucina 4(IL-4)

La principal fuente de produccion son las células T activadas aunque también
pueden producirta otros tipos celulares (mastacitos y basofios activados, células B
entre olras). Posee un receptor especifico para IL-4 (CD124) que se expresa en
diferentes células. Describiéndose también la existencia de un receptor soluble que
puede tener como funcién bloquear la actividad de esta citocina (Pappaterra, 2002).

La IL-4 es producida principalmente por linfocitos Th2 activados y actda en linfocitos
ByT, células y células cebadas. También fa




generan bastfilos activados. Esta citocina estimula la multiplicacion de la
diferenciacion de los linfocitos B (Abbas y Lichtman, 2004).

La IL-4 promueve el desarrolio de linfocitos T citotoxicos a partir de células T en
reposo. Otras veces provoca la multiplicacion de linfocitos T de ayuda en ausencia
de IL-2. Activa los polimorfonucleares, induce la prolferacion de eosinsfilos, bassfilos
y facilita el crecimiento de los mastocitos. En el timo estimula fa expresion de las
moléculas CD4 y CDB en los linfocitos T en proceso de maduracion. Actuando sobre
los macréfagos, los estimula, pero frena su accién bactericida al desactivar a los
linfocitos Th1. Regula a la baja la secrecion de IL-1. IL-6 y TNF-a, pero incrementa la
expresién de MCH clase I, su capacidad de presentacion de antigenos y su actividad
citotéxica. Induce fa profiferacion de células cebadas (Tizard 2002; Rojas 2004)

2.3.3. interferén gama(INF-y)

Existen tres tipos de INF, son bioquimicamente similares y tienen propiedades
individuales unicas. El INF-a e INF-B productos de las células T aunque también lo
secretan fibroblastos, macréfagos, células T entre otras células. EI INFy producido
principalmente en las células T y las células NK que utiliza diferente receptor y se ha
descrito como un INF inmune o regulador. En apoyo a su papel citorregulador, estd la
induccién de la sintesis del factor activador de los macrofagos, capacidad de
promover la expresion de genes clase Il del MHC y su capacidad para incrementar la
densidad de IL-2R en células T. (Pappaterra, 2002; Rojas 2004)

E1 INF-y promueve la actividad de los linfocitos asesinos naturales NK, los cuales
reaccionan al antigeno con la produccion de INF-y , de mado que se establece un
ciclo positivo en el que la activacion de algunas células NK ocasiona la secrecién de
INF-y y la activacién de otras células asesinas naturales (NK) (Muraille, ef al; 1998;
Xiao, ef al, 2004).



El INF-y activa a los macrofagos e incrementa en gran medida su capacidad de
destruir microorganismos engullidos. Ademés, promueve la fagocitosis mediada por
anticuerpo y la idad celular de tibody-dependent

cefi-mediated citotoxicity, ADCC). También tienen funcion anvirial y antiparasitaria.
Ademas de antagonizar el efecto de IL-4, inhibiendo el crecimiento de células B y la
produccion de IgG1 e igE favoreciendo la produccion de igG2 (Tizard 2002).

2.3.4. Factor de necrosis tumoral (TNF-u)

EI TNF es el principal mediador de Ia respuesta inflamatoria aguda a las bacterias

y a oiros mi fe de muchas de
las sistémicas de las graves (Abbas y Lichtman, 2004)

El TNF-a es un homotrimero secretado por macréfagos, linfocitos T y B y
fibroblastos, y actia casi en cualquier célula nucleada. Se le encuentra en forma
soluble 0 unida a la membrana. Es mediador de muchas funciones inmunitarias e
inflamatorias y regula Ia proliferacién de muchos lipos celulares. También activa los
macrofagos para incrementar su propia sintesis junto con la de IL-1, IL-6, M-CSF y
GM-CFS. Como su nambre o indica tiene la capacidad e inlciar la apoptosis en
algunas células tumorales. Es uno de los principales factores pro-inflamatorios junto
alL-1, IL-6 e IL-8, induciendo la respuesta inflamatoria, fiebre, sintesis de protelnas
de fase aguda y, en algunos casos shock séptico. Se conocen dos receptores TNF-a
R1(CD120a) y TNF-a R2(CD120b) que son expresados en todas las células con
nicleo (Tizard 2002; Rojas 2004).

TNF-a es el responsable activo contra las células tumorales, tiene actividad
antibacteriana y antivirica, junto con IL-1 es responsable de diversas alteraciones en
el endotelio incrementando la expresién de moléculas de adhesion, inhibiendo los

y iendo los procesos iticos. También

induce la produccion de INF-y y Ia de IL-1, estimula la fagocitosis (Rojas 2004).



24. ELISA

La prueba de inmunoabsorcién ligada a enzima es una técnica muy utilizada en
inmunologia por la posibilidad de estudiar muchas muestras a la vez asi como su
rapidez. Forma parte de aquellas reacciones serologicas que ufiizan conjugados
para poder visualizar la reacci6n antigeno-anticuerpo. Et ELISA se basa en el uso de
anticuerpos marcados con una enzima (generalmente peroxidasa) de forma que los
conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolgica como enzimatica. Al
estar uno de los (antigeno 6 i sobre la placa,
Ia reaccién antigeno-anticuerpo quedard inmovilizada y por tanto, podran facilmente
ser revelada mediante la adicion del sustralo, que al actuar sobre la enzima,
producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante un colorimetro
(Sanchez-Vizcaino, 2004; Abbas y Lichtman, 2004).

Enfa actualidad el ELISA es uno de los métodos mas utilizados para el diagnostico
serolégico de distintas enfermedades  infecciosas porcinas, esta recomendado

para el estudio de ya que es ampli sensible y
de gran especificidad, que permite realizar en un corto plazo esludios sobre grandes
poblaciones, de manera sencilla y econémica; presenta ademés una buena

y facilidad en la 6n de los resultados (Abbas y Lichtman,
2004)

Existen diferentes variantes de la técnica 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 método mas ulilizado para la de

consiste en 1a inmovilizacién a la placa de ELISA del antigeno del que queremos
conocer si en el suero problema existen anticuerpos especificos. Se pueden utlizar



como antigenos, proteinas virales o bacterianas e incluso virus completos (Sanchez-
Vizeaino, 2004)

Cada dia es mas frecuente ulilizar exclusivamente fas protefnas de interés
inmunologico y no tadas las proteinas antigénicas. Los pasos siguientes serian la
adici6n del suero problema, incubacién y lavado, adicién del conjugado, incubacién y
lavado, finalizando con la adicion del sustrato, el frenado de la reaccién y la lectura
(Fernandez-Botran, 2001).

2.4.2, ELISA sandwich

La modalidad mas frecuente del método ELISA para la determinacion de antigenos
es el modelo ELISA "Sandwich". En esta forma, la placa suele ya venir con un
anticuerpo fijado (monoclonal ¢ policlonal) frente al antigeno problema, sobre el que
se afiadira el suero, que en caso de reaccionar con el anticuerpo de la placa, sera
puesto en evidencia tras Ia adicion del segundo anticuerpo marcado con la enzima.
Por iltimo, se afiade el substrato para revelar la reaccion (Fernandez-Botran, 2001)



1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Inmunologia de fa Unidad
Académica de Ciencias Quimico Biologicas y Farmacéulicas, asi como en la de
Medicina Velerinaria y Zooteonia de la Universidad Autonoma de Nayarit.

3.2. Animales

Seincluyeron 76 animales divididos en tres grupos:

26 cerdos de la raza comercial (F1 Yorshire-Landrace) (CCO)
25 cerdos de la raza Cerdo Cuino (CC).

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

Estos animales fueron criados en la Unidad Académica de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Autonoma de Nayarit y vacunados a los 45 dias de
nacidos con Bacterina Comercial (Bacterina Mida Porcina InterveVSAGARPA-B-
0273-133) que conliene cepas de Satmonela, Escherichia coli y Pasteureifa), como
reto para establecer la reaccion inmunoldgica

3.3. 0l ion de las

Se realizaron tres exiracciones de sangre sin anticoagulante de 5 mL cada una de la
vena cava externa, con tubos al vacio (Vacutainer); la primera antes de la aplicacion
de la vacuna para medir los niveles séricos iniciales de IgM e 1gG, la segunda a los 8
dias después de la vacunacion para medir los niveles séricos de IgM y citocinas:
interleucina 18 (IL-1B), interleucina 4 (IL-4), interferon gama (INF-y) y factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), la tercera a los 15 dias después de la vacunacion para
medir los niveles séricos de 1gG (Es decir 45, 53 y 60 dias de edad). La sangre se



centrifugé a 1500 rpm durante 15 minutos (Hermle Z160M). El suero se conservé a -
20 °C hasta su analisis.

3.4. Variables:

Las variables son:

-Niveles sericos de IgM anti-bacterina comercial, antes y después de la vacunacion
(45 y 53 dias de edad de los cerdos)

-Niveles séricos de IgG anli-bacterina comercial, antes y después de la vacunacion
(46 y 60 dlas de edad de los cerdos).

-Concentracién sérica de IL-1B, IL-4, INF-y y TNF-a (53 dias de edad de los cerdos),

3.5. Determinacién cuantif

iva de IgM e IgG anti-bacterina
comercial, en suero.

Se disen6 una prueba para la i de IgM e IgG anti-b
Gomercial, en suero mediante un ensayo de ELISA indirecto.

£1 antigeno utilizado para la deteccion de anticuerpos de cerdo de las clases 1gG &
1gM fue Ia misma vacuna aplicada a los cerdos con anterioridad, s6lo que en este
caso la vacuna fue sonicada (30 segundos de sonicacién por 1 minuto de reposo; por
30 repeticiones en frio) y después se le realizé la prueba de determinacion de
proteinas por medio del método de Lowry (Lowry, et al, 1951).

Se utilizaron placas de microtitulacion de 96 pocilios (Nunc) que fueron sensibilizadas
con 1yg de antigeno por pozo diluido en amortiguador de casbonatos 0.1M, pH 9.6,
La placa se incub6 toda la noche a 4°C. Después de desechar el exceso de antigeno,
se bloqueé con leche descremada al 5% en PBS por una hora a 37 °C. Se
adicionaron 0s sueros problema diluidos 1:100 con regulador de blogueo, se incubé



una hora a 37 °C. Después se lavo 3 veces con solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS-Tweenz) al 5%, se anadié un anti-IgM (para determinar IgM) o anti-IgG (para
determinar 19G) de cerdo conjugado a peroxidasa (Rockland™) diluido 1:5000 en
PBS-gelatina. Se Incubo a 37 °C durante 1 hora y se lavé con (PBS-Tweenz) al 5%.
Como sustrato se utilizé o-fenilendiamina 0.04 mg.mL", y 0.04% de H,02 al 30% en
regulador citrato fosfato pH 5. La reaccion fue detenida a los 25 minutos para las
determinaciones de IgM y a los 15 minutos para las determinaciones de IgG con 25
WL de H,SO4 8N y la absorbancia fue medida en un lector de microplacas de ELISA
(Bio-Rad Mod. 680%) a 492 nm.

Como control conjugado se utilizaron dos pozos sin antigeno y sin suero problema,
como control de antigeno se utilizaron dos pozos sin antigeno y con suero problema.

Diagrama de fiujo del ensayo ELISA indirecto

Sensibilizacion
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Bloquleo
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3.6. Cuantifica

n de Cito

La cuantificacion de citocinas en suero se realizo mediante kits comerciales, los
cuales emplean una técnica de ELISA séndwich, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante,

Para la cuantificacién de las citocinas IL-1p y TNF-a se utilizaron kits de R&D
Systems, utilizando suero sin diluir y las longitudes de onda de la lectura fueron a
450 nm con correccion a 540nm,

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

cerdos utiizando suero sin diluir, y se leyé a una longitud de onda de 450nm.

Para fa cuantificacién de la Citocina INF-y en suero mediante un kit (Pierce
endogen) especifico para cerdos. Se uliliz6 también suero sin diluir y la lectura se
realiz6 en el aparato con un filtro de 450 nm.

3.7. Andlisis estadistico.

Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para comparar los niveles de IgM e 1gG anti-
bacterina comercial, asi como para la comparacion de los valores de citocinas en las
diferentes razas de cerdos; y la prueba de Wilcoxon, para conager fas diferencias
entre los distinlos pares de combinaciones raciales. En todos los casos se utilizo el
“software” SAS, 2002



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Después de seguir el protocolo antes mencionado, los resultados obtenidos
fueron los siguientes:

4.1. Determinacién de los niveles de inmunoglobulina IgM anti-Bacterina
Comercial antes de la vacunacién.

Los cerdos se destetaron a los 45 dias de edad y fueron muestreados antes de la
vacunacién para determinar los niveles de IgM anti-Bacterina Comercial en
sangre

La vacuna Baclerina Mixta Porcina tuvo una concentracion de proteinas de
1521.997 pgmL!

Como puede observarse (Cuadro No. 4) en las razas de CCO (0.125 & 0.039) y
CC (0.151 £ 0.065) no hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto
alos niveles de IgM. En cambio, la raza CPM (0.252 £ 0.112) presenta los niveles
de esta mas altos y (p<0.001)
comparando las razas CCO y CC.

Cuadro No. 4. Absorbancias para la variable IgM antes de la vacunacion
independiente del sexo.
.+
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CCO cerdo comercial
CC  cerdo cuino
CPM cerdo pelon mexicano



En el andlisis estadistico independiente del sexo, realizado para los valores
obtenidos de las absorbancias de inmunoglobulinas tipo M (Igh) antes de la
vacunacion mostré diferencias significativas enlre las razas de cerdo comercial y
cerdo pelon y entre cerdo cuino y cerdo pelén, no asi entre GCO y CC (Figura No.
10).

Absorbancia °*
2492 0m.

Razas

Figura No. 10. Niveles de anticuerpos IgM anti-Bacterina Comercial antes de la
vacunacion en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), CC (cerdo
culno), CPM (cerdo peion mexicano).

El muestreo se realizé antes de la aplicacin de la vacuna; se observé que lodos
los lechones de todas las razas empleadas en este estudio presentaron niveles de
IgM y que probablemente las obtuvieron a traves de la leche materna, ya que se
ha demostrado que en la placenta no existe traslado alguno de inmunoglobulinas
maternales por circulacion fetal (Tlaskalowa-Hogenova ot al., 1994, Hernandez, ef
al. 2004); y que es hasta la tercera semana de vida, que el cerdo comienza la
propia produccion de anticuerpos; y stlo hasta la sexta u, octava es cuando
completa su maduracién inmunclégica (Buxadé, 1996). Las tres poblaciones
raciales de este estudio estuvieron en el mismo ambiente y manejo técnico, por o
que es de suponer que tuvieron contacto previo con las bacterias empleadas en la
inmunizacion.



Asl, los CPM tienen mayor cantidad de IgM antes de la vacunacion (figura No
10); sugiriéndose que éstos oblienen mayor cantidad de inmunoglobulinas de la
madre por media de 1a leche materna.

4.2. Determinacion de los niveles de inmunoglobulinas IgM anti-Bacterina
Comercial después de la vacunacion.

Ocho dias después de la vacunacién los cerdos fueron muestreados nuevamente
para registrar los niveles de IgM anti-Bactefina Comercial, encontrandose que las
razas CCO (0.341 + 0.070) y CC (0.336 + 0.065) no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre elias (Cuadro No. 5); mientras que la raza
CPM (0.426 + 0.102) mosti6 niveles de IgM mas elevados con diferencias
estadisticas significativas (p<0.001)

Cuadro No. 5. Absorbancias para la variable IgM después de la vacunacion
independiente del sexo

oo e dreeas e no aaed
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Valores sefalados con la misma letra iguales. Prucba de Wikcoxon (P 0.0

€CO cerdo comercial
€C  cerdo cuino
CPM cerdo peldn mexicano

Para el caso de los niveles de IgM anii-Bacterina Comercial que resultaron def
muestreo 8 dias después de la vacunacion (figura No. 11); se observé que la raza
CPM tuvo niveles séricos mas altos, que puede ser debido a que esta raza tenia
niveles mas altos desde antes de fa vacunacion, al correlacionarse en esta raza
en forma positiva los niveles de IgM antes y después de la vacunacion
(p<0.0001).
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Figura No. 11. Niveles de anticuerpos IgM anti-Bacterina Comercial a los 8 dias
después de la inmunizacion en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo
comercial), CC (cerdo cuino), CPM (cerdo pelén mexicano).

4.3. Diferencias de los niveles de IgM antes y después de Inmunizar.

Antes de la inmunizacion se observé la presencia de inmuncglobulinas en las tres
razas, después de inmunizar hubo un incremento en todas las razas también
(Figura No. 12); sin embargo para la respuesta de inmunoglobulinas tipo M (IgM)
entre las razas CCO (0.216 £ 0.056) y CPM (0.174 = 0.088) se observé mayor
respuesta en CCO, respondiendo los CC (0.185 + 0.074) en forma similar &
ambas razas (Cuadro 6).



Cuadro No. 6. Diferencia de las absorbancias para la variable IgM independiente
del sexo.
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Figura No. 12. Diferencia de los niveles de anticuerpos IgM anti-Bacterina
Comercial antes y después de la inmunizacion en las diferentes razas de cerdo.
CCO (cerdo comercial), CC (cerdo cuino), CPM (cerdo pelén mexicano)

A pesar de que la respuesta en las diferencias de los niveles de IgM en ef periodo
antes a después de la inmunizacién fue mas alta en los CCO, esla no se



considera tan importante, ya que no es producida por el lechén, sino que es
transferida por la madre

Aunque no se reportan estudios similares a este, Brown, et al., (2006) realizaron
un trabajo con la finalidad de evaluar las caracteristicas morfoldgicas intestinales
y el desarrollo del sistema inmune de fos cerdos a diferentes edades, midieron la
concentracién de inmunoglobulinas de tipo IgM en cerdos comerciales (a los 7, 14
y 18 dias de nacidos, no encontrando diferencias significativas en los valores
obtenidos de IgM; sin embargo por andlisis complementarios llegaron a la
conclusion que el sistema inmune porcino va cambiando conforme va declinando
1a inmunidad pasiva, y en este estudio sdlo se midieron concentraciones de IgM
en cerdos en edades tempranas, 1azon por la cual se sugiere que no coincidan
con nuestros resultados.

Carrén, et al, (2005), analizaron las respuesta inmunitaria humoral en cerdos (de
2y 4 meses de edad) de raza ibérica infectados experimentalmente por un
parésito; y observaron una clara diferencia entre la respuesta humoral de IgM en
ambos lotes de edad, en los de mayor edad no hubo evolucion temporal, en
cambio en los animales jovenes se presentaron evoluciones significativas desde
los 7 dias después de la vacunacién, estos datos coinciden con nuestro estudio
ya que en este se observé también el incremento de los niveles de IgM a los 7

dias después de la vacunacion

4.4. Determinacién de los niveles de inmunoglobulina 1gG anti-Bacterina
Comercial antes de la vacunacién.

Los cerdos se destetaron a los 45 dias de edad y fueron muestreados antes de la
vacunacién para determinar los niveles de IgG anti-Bacterina Comercial en

sangre.

En el caso de los niveles de IgG anti-Bacterina Comercial antes de la
inmunizacion, el CCO (0.102 + 0.031) present niveles mas bajos que las razas
CC (0.244 +0.111) y CPM (0.327 £ 0.182) (Cuadro No. 7) (p<0.001).



Guadro No. 7. Absorbancia para la variable I9G antes de la vacunacion
independiente del sexo
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Valores sefialados con la misma lelra son estadisticamente iguales. Prueba de Wilcoxon (P< 0.05)
CCO cerdo comercial

CC  cerdo cuino
GPM cerdo peidn mexicano

Por el contrario, no se observaron diferencias significativas en los niveles séricos
de esta inmunoglobulina en fas razas CC y CPM, que mostraron niveles mas
elevados (figura No. 13)

o P<0.001
NS
- -
o P<0.001

Absorbancia

.

cco cc cPM

Razas

Figura No. 13. Niveles de anticuerpos 1gG anti-Bacterina Comercial antes de la
vacunacion en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), CC (cerdo
cuino), CPM (cerdo pelon mexicano)



Los niveles de IgG antes de la vacunacion (figura No. 13) resultaron ser mayores
en CPM y en CC, por lo que se sugiere que estos anticuerpos también fueron
transferidos por la madre a traves del calostro, y que las razas antes mencionadas
recibieron mayores cantidades de esta inmunoglobulina

4.

Determinacién de los niveles de inmunoglobulinas igG anti-Bacterina
Comercial después de la vacunacién.

Quince dias después de la inmunizacion, al determinar los niveles de IgG anti-
Bacterina Comercial, se observaron niveles menores en la raza CCO (0.220 +
0.049) (Cuadro No. 8), diferente de las otras razas criollas (p<0.001); mientras
que los niveles de esta inmunoglobulina en CC (0.473 £ 0.302) y CPM (0.604 +
0.358) y en fueron més altos y no mostraron diferencias significativas entre ellas
(figura No. 14).

Cuadro 8. Absorbancia para la variable IgG después de la vacunacion
independiente del sexo.
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En cuanto a la IgG anti-Bacterina Comercial a los 15 dias después de la
vacunacion (figura No. 14); se observ que las razas CC y CPM respondieron en
forma similar con niveles més altos de esta inmunoglobuiina; esto es importante
ya que la IgG es la inmunoglobulina principal en la respuesta secundaria a la
infeccion y que origina memoria. Estas razas criollas presentaron mas altos
niveles desde antes de la inmunizacién, estos niveles de IgG antes y después de

47



la estan i en ambas razas criollas, y
no en la raza comercial,
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Figura No. 14. Niveles de anticuerpos IgG anti-Bacterina Gomercial a los 15 dias
después de la inmunizacion en las diferentes razas de cerdo CCO (cerdo
comercial), CC (cerdo cuino), CPM (cerdo pelén mexicano).

4.6. Diferencias de los niveles de IgG antes y después de inmunizar,

Para la IgG se abservé igual respuesta para las razas GPM (0.277 £ 0.229) y CC
(0229 + 0244), en cambio para CCO {0.118 + 0.054) se observé menor
respuesta en los niveles para IgG en el periodo antes a después de la
vacunacién (Cuadro No. 9).



Cuadro No. 9 Diferencia de las absorbancias para Ia variable 1gG independiente
del sexo.
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Figura No. 15. Diferencia de los niveles de anticuerpos 19G anti-Bacterina
Comercial antes y después de la inmunizacion en las diferentes razas de cerdo.
CCO (cerdo comercial), CC (cerdo cuino), CPM (cerdo peion mexicano).



A pesar de que la respuesta en Ias diferencias de los niveles de IgM en el periodo
antes a después de la inmunizacion fue mas alta en los CCO, es mas importante
Ia respuesta de los CPM y GC para IgG ya que ésta inmunoglobulina es la que
produce memoria (Figura. No. 16).

Fiun No 15, ) Nuses do M Cona s aencs i vacna bacena cerc e s
antes y después b) Niveles de 19G conla i

En estudios previos realizados con la finalidad de comparar la respuesta inmune
humoral de los niveles de 19G con 12 CPM y 12 CCO vacunades con vacuna
triple, Guerrero-Quiroz, ef al, (2005) mostraron resuitados parecidos, haciendo
muestreos a los 28, 32, 45 y 60 dlas de edad (antes del destete, después del
destete, antes de la vacuna y en la maduracién inmunalégica); encontrando
también niveles mas altos de 1gG en el CPM



Existe otro estudio por Gomez, of al, (1988), donde se miden diferentes variables
hematolgicas € inmunolégicas en cerdos con diferente  alimentacion (con
calostro de cerda, sin calostro, con calostro bovino y con inmunoglobulinas
porcinas) en los primeros dias después del nacimiento; se observan diferencias
en los cerdos alimentados can calostro de cerda. ya que responden mejor que los
alimentados con otros tratamiento utiizados; a pesar de que los cerdos se
muestrearon a los pocos dias después de nacidos (2, 4, 7, 14 y 19 dias) se
observo que los valores de IgG aumentaron desde los 2 y 4 dias después de
nacidos, sin embargo; fueron disminuyendo a los 7, 14 y 19 dias. Cabe mencionar
que no se realizaron mediciones a mayor edad por lo que no se puede realizar la
comparacién con nuestro estudio; sin embargo, se hace referencia a la

de por medio del
4.7. Determinacion de los niveles de citocinas.

Los cerdos se destetaron y vacunaron a los 45 dias de edad y fueron
muestreados siele dlas después de ta vacunacion para determinar los niveles
séricos de las citocinas.

4.7.1. Determinacin de los niveles de IL-1B.

Como puede observarse (Cuadro No. 10) en las razas de CCO (16.9730 + 9.160)
y CC (17.097 £ 14.833) no hubo diferencias significativas para los niveles de IL-
1B. En cambio, fa raza CPM (21.848 + 10.275) presenta los niveles mas altos
(p<0.05) comparado con las razas CCO y CC.

E£n el andlisis estadistico independiente del sexo, realizado para los valores
obtenidos en pg.mL" de IL-1B despugs de Ia vacunacion mostrd diferencias entre
as razas de cerdo comercial y cerdo pel6n y entre cerdo cuino y cerdo pelon, no
asi entre CCO y CC, (p<0.05) (Figura No. 17).



Cuadro No. 10. Valores obtenidos en pg.mL" de IL-1B a los siete dias después
de la vacunacion, independiente del sexo.
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En todas las razas se mostiaron niveles de IL-1B.
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Figura No. 17. Valores obtenidos en pg.mL”’ de IL-18, a los siele dias después de
la vacunacion en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), CC (cerdo
cuino), CPM (cerdo pelon mexicano) a una Absorbancia de 450 nm con
correccion a 540nm.



A pesar de los escasos estudios comparativos entre la raza de cerdo comercial y
los cerdos criollos que se han reportado, existe un estudio publicado por
Guerrero-Quiroz, ef al., (2006) que se realiz con la finalidad de comparar Ia
respuesta inmune humoral través de la cuantificacion de los niveles de IL-18
donde utiliz6 12 cerdos de la raza CPM y 12 cerdos de la raza CCO, vacunados
con vacuna triple y muestredndolos: antes del destete, después del destete,
después de la vacuna y en la maduracién inmunolégica (28, 32, 45 y 60 dias de
edad); encontrando también niveles més altos de IL-1B en el CPM; sin embargo,
los niveles que se reportan son mucho m4s altos que los mostrados en este
estudio

La IL-1B desempena un papel importante en la defensa contra bacterias Gram
negativas (Abbas y Lichtman, 2004), y las bacterias contenidas en la vacuna
comercial que se aplic a los cerdos es de ese tipo; sin embargo, o se puede
asegurar que los niveles que se reportan de esta ciocina se deban a la
vacunacion, ya que los cerdos se encuentran en condiciones no controladas y
cualquier estimuio (infeccion o contacto) puede generar el aumento de ella. Sin
embargo, se reporta al igual que en el lrabajo antes mencionado que si existen
niveles de IL-1B y que la raza que presenta mayores niveles es CPM.
Sugiriéndose también un estudio posterior infectando a los cerdos y
muestreandolo antes y después de la infeccion, con manejo técnico especial

Otro estudio reportado es el de Huang, et al; (1999) donde se realiz6 in vitro ia
produccion de citocinas proinflamatorias en células de cerdo infectandolos con

yen donde también se
observs el incremento de los niveles de IL-1 coincidiendo con el establecimiento
de la enfermedad clinica aguda

2. Determinacién de los niveles de IL-4.

Alos siete dias después de la vacunacion se realizo el muestreo para la IL-4. Se
encontr6 que la raza CPM tiene mayores concentraciones de esta citocina en
referencia a la raza CCO (Figura No. 18).
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Figura No. 18. Valores oblenidos en pg.mL" de IL-4, a los siete dias después de
la vacunacién en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), CC (cerdo

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

Como puede observarse en (Cuadro 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.

Cuadro No. 11. Valores obtenidos en pg.mL” de IL-4 a los siete dias después de

la vacunacion, independiente def sexo
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Aunque no se reportan estudios similares a este, Brown, et al., (2006) realizaron
un trabajo con la finalidad de evaluar las caracteristicas morfolégicas intestinales
y el desarrollo del sistema inmune de los cerdos a diferentes edades, midieron los
niveles de IL-2 & {L-4 en cerdos comerciales (a los 7, 14 y 18 dias de nacidos), no
encontrando diferencias entre los niveles referidos. Cabe mencionar que en este
estudio s6lo se midieron los niveles de estas citocinas en cerdos en edades

tempranas, razén por la cual se sugiere que no coincidan nuestros resultados

Aligual que en la IL-1B no podemos aseverar que os niveles resultantes de IL-4
en cerdos se deba a la vacunacion, ya que los animales no estuvieron en
condiciones controladas pudiendo recibir ofro estimulo que desencadend los
niveles de esta cilocina, pero también queda de manifiesto que los CPM
responden mejor a este lipo de estimulos, ya que se observaron niveles mas attos
en esta raza.

La variacién genélica en las poblaciones criollas en México, Cuba como en
Espania, se ha encontrado que es més alta que en los cerdos de raza comercial,
factor que puede ser predisponerte a una mejor respuesta inmunolgica. Los
Cerdos Criollos locales  filogenéticamente  se  encuentran  separados
genéticamente de fos cerdos modernos, situacién que sugiere que asi se han
conservado a pesar de la falta de programas sistemalizados de mejora genética
(Martinez ef al., 2000; Lemus ef al., 2001).

En nuestro pais no se han aplicado programas de seleccién productiva para este
tipo de cerdos criollos; sin embargo, han sobrevivido por més de 500 afos a
problemas de zoonosis, lo que hace suponer que fienen alta resistencia a
enfermedades, ademas de representar un reservorio genético para oblener
variedades nacionales mejor adaptadas. (Benitez y Sanchez, 2001; Lemus el al.,
2001; Sierra, et al,, 2005; Canul, et al., 2005).



4.7.3. Determinacion de los niveles de INF-y.

Los cerdos se destetaron y fueron vacunados a los 45 dias de edad, siete dias

después de la inmunizacion, se determing a concentracion de fa citocina INF-y.

En el analisis estadistico, realizado para los valores abtenidos en pg.mL " de INF-y
después de la vacunacién no se encontraron diferencias significativas entre las
razas de cerdo analizadas (Figura No. 19).

NS
i =
. ng
o NS
INF-y
pg.mL" "
cco cc cPM
Razas

Figura No. 19, Valores obtenidos en pg.mL" de INF-y, a0s siete dias después de
Ja vacunacion en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), GC (cerdo
cuino), CPM (cerdo pelén mexicano) a una Absorbancia de 450 nm.

Como puede observarse en el Cuadro No. 12 en referencia aa citocina INF-y, en
las razas de CCO (13,362 + 10.226). CC (10.520 £ 7.107) y CPM (7.469 £ 4.494),
no hubo diferencias estadisticamente significativas



Cuadro No. 12. Absorbancia para la variable IgM después de la vacunacion
independiente del sexo.

oo B e B 10.266 16 .06
c “ Wy wss [y 2 19491
oo i e s PRy c.000 1o

Valores sefialados con la misma letra son estadislicamente iguales. Pruba de Wicoxon (P< 0.05)

€GO cerdo comercial
CC  cerdo cuino
CPM cerdo pelon mexicano

Siendo esta citocina téxica en altas concentraciones no se espera su produccion
{Fresno, et af; 1997); E) INF-y se produce en Ia respuesta innata a la infeccién, ai
no encontrarse enfermos fos animales se esperaria que los niveles de la citocina
fueran normales; sin embargo, en este estudio se pone de manifiesto que si hay
produccién de en todas 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
(PRRSV) y observaron diferencias entre los niveles de antes de despuss de 1a
infeccion, diferencias que no pueden ser comparables con nuestro estudio, ya que
los cerdos utiizados tuvieron en condiciones controladas libres de cualquier

estimulo externo.

4.7.4. Determinacion de los niveles de TNF-a.

A los siete dias después de la se procedi6 con fa dela
concentracion de tos valores de TNF-a para las tres razas de cerdos.



En el andlisis estadistico, realizado para los valores obtenidos en pg.mL" de
TNFa, después de la no se

diferencias entre
las razas de cerdo analizadas (Figura No. 20)
- NS -
NS
o NS
TNF-a
pamLt  ”
cco cc cPm
Razas

Figura No. 20. Valores obtenidos en pg.mL " de TNFa, a los siete dias después de
Ia vacunacion en las diferentes razas de cerdo. CCO (cerdo comercial), CC (cerdo
cuino), CPM (cerdo pelén mexicano) a una Absorbancia de 450 nm con
correccion a 540nm.

Como puede observarse en el Cuadro No. 13 en referencia a la citocina TNF-a,
en las razas de CCO (59.953 + 24.184), CPM (66 747 + 23.559) y CC (66.783 ¢
20.943) no hubo dife entre razas.




Cuadro No. 13. Absorbancia para la variable IgM después de la vacunacion
independiente del sexo.

- Mmeoa et asasppnit S arimo
o 2 e 59.9530 2 o asan
cc B e-a s wes sen nsn
om 2 o G010 2.9 s 100.000

la misma iguales. Prueba de Wilcoxon (P< 0.05)
€CO cerdo comercial
CC  cerdo cuino
CPM cerdo pei6n mexicano

A pesar de que no se reportan estudios similares a este, Huang ef al, 1999,
realizaron muestreos en células de cerdos in vitro antes y después de su
estimulacion, y observaron el aumento de la citocina TNF-a y se concluyd que su
elevacion en cerdos ocurre coincidentemente cuando se presenta la infeccion
clinica aguda

Aunque no se observaron diferencias entre los niveles de TNF-a e INF-y
producidas por los cerdos de todas las razas, todos ellos las producen,
sugiriéndose estudios posteriores que permitan medir los valores de estas
citocinas antes y después de la vacunacien y con cerdos en condiciones
controladas, ya que existen estudios como los de Huang, el al., 1998, Fujmoto,
ot al, (2002), Lee, et al, (2004); donde se realizaron mediciones de diferentes
citocinas todos en condiciones controladas y algunos incluso in vitro.



.

V. CONCLUSIONES

La mayor respuesta después de la inmunizacion para los niveles de IgM anti-
bacterina comercial se encontraron en la raza CCO.

La mayor respuesta después de la inmunizacion para los niveles de IgG anti-
bacterina comercial se encontr en las razas GPM y CC

La raza CPM present6 los mayores niveles de IL-18 e IL-4 comparado con las
razas CCO y CC.

La raza CPM tiene mejor respuesta humoral comparada con las razas GC y
€CO, o que corrobora la hipétesis planteada en este trabajo.
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