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Resumen

Roldan Nufiez Carlos Alberto. Inclusion de L-arginina en la dieta del cerdo joven y su
efecto sobre la fagocitosis en el aparato respiratorio (bajo la direccion de: MVZ German

Arturo Borbolla Sosa y QFB Marco Antonio Vega Lopez).

Las enfermedades respiratorias son una de las principales causas de mortalidad en los
cerdos destetados, lo cual se atribuye a posibles deficiencias en la inmunidad local
pulmonar que los hace susceptibles a las infecciones. La modulacion del sistema
inmune mediante la administracion de inmunonutrientes como la arginina (ARG) ha
ofrecido resultados satisfactorios. La ARG es un aminoacido esencial en mamiferos
jovenes en crecimiento y condicionalmente esencial en adultos en condiciones de estrés
o enfermedad. En el presente estudio se evalud el efecto de la administracién oral de L-
arginina cristalina sobre las células fagociticas pulmonares del cerdo joven. Diez cerdos
recién destetados (21 dias de edad) fueron divididos aleatoriamente en dos grupos (n=5
animales/tratamiento). Al grupo experimental (G1%) se le administrd por via oral el 1%
de ARG en base al consumo diario de alimento (g/g) usando agua como vehiculo,
mientras que el grupo control (G0%) sélo recibié un placebo; ambos tratamientos
duraron 30 dias. Al finalizar este periodo, se sacrificaron los animales y se obtuvieron
las células fagociticas de sangre (SAN), tonsila palatina (TP), 16bulo apical derecho
(LAD) e izquierdo (LAI), lébulo diafragmatico derecho (LDD) e izquierdo (LDI) y
lavado bronquial (LB). Mediante la prueba de fagocitosis in vitro, se evalud el indice
fagocitico (IF), la capacidad fagocitica (CF) y el indice reductivo (IR). Los resultados
mostraron un aumento en el IF de las células de G1% en SAN, TP (P <0.001) y LDD (P
<0.01) y una disminucién en LAI (P <0.001). La CF de las células de SAN de G1%

aument6 (P <0.001), mientras que, en LAI disminuy6 (P <0.001). El IR aumentd en



células de SAN, LDD y LDI (P <0.001) de G1%. Estos resultados sugieren que la
inclusion del 1% de ARG oral provocé un aumento en la fagocitosis en las células
inmunes sistémicas (SAN) y locales (TP y parénquima pulmonar), por lo cual su
administracion en el cerdo joven podria ser benéfica al brindar una mayor proteccion

contra las infecciones respiratorias.



Abstract

Respiratory diseases are a major cause of mortality in weaned pigs as a consequence of
deficiencies in the local lung immunity, which make them susceptible to infections. The
administration of immunonutrients as arginine (ARG) has provided satisfactory results
improving immunity. The ARG is an essential amino acid in young growing mammals
and is conditionally essential in adults under stress or illness conditions. In the present
study, we aimed to evaluate the oral administration effect of crystalline L-arginine on
the phagocytic cells of the young pig. Ten newly weaned pigs (21 days old) were
randomly divided in two groups (n= 5 animals/treatment). The experimental group
(G1%) received 1% of ARG on the basis of the daily food intake (g/g) by oral route
using water as vehicle, meanwhile the control group (G0%) received only placebo; both
treatments lasted 30 days. At the end of this period, animals were slaughtered and
phagocytic blood cells (BC), palatine tonsil (PT), right and left apical lobes (RAL)
(LAL), right and left diaphragmatic lobes (RDL) (LDL) as well as bronchial lavage
cells (BL) were obtained. Phagocytic index (PI), phagocytic capacity (PC) and reductive
index (RI) were evaluated through phagocytosis test in vitro. The results showed a Pl
increase in the G1% group cells from BC, PT (P <0.001) and RDL (P <0.01) and a
decrease in LAL (P <0.001). Group G1% BC cells showed increased PC (P <0.001), in
contrast LAL showed diminished PC (P <0.001). The RI increased in BC, RDL and
LDL cells (P <0.001) from group G1% animals. These results suggest that 1% ARG
oral administration improve the systemic (BC) as well as local immunity (TP and
pulmonary parenchyma). The administration of arginine to young pigs could be

beneficial to improved protection against respiratory infections.



1. Introduccion

1.1 Arginina

La arginina (acido a-amino-3-gunidin-valérico) es un aminoacido bésico, cargado
positivamente a pH fisiolégico y portador de un grupo guanidino en su cadena lateral ),
Cuenta con cuatro dtomos de nitrogeno por molécula, por lo que es uno de los
principales transportadores de nitrégeno en humanos y animales ). Shulze y Steiger la
descubrieron en extractos de semillas de alfalfa en 1886 ). Desde entonces, diferentes
estudios han revelado su importancia en los mamiferos y aves, ya que ademas de su
papel sobre el crecimiento, es un componente Gtil del ciclo de la urea, descubierto en los
afios 30 . Este aminoacido estd involucrado en multiples éreas fisiolégicas y
metabolicas y entre sus funciones destacan: sustrato de la biosintesis de proteinas y de
péptidos bioactivos, participacion en la destoxificacion de amonio, liberacion de
hormonas, biosintesis de poliaminas, creatina y agmatina, ademas, se ha incrementado
su estudio al descubrir su papel como sustrato precursor del 6xido nitrico (NO, por sus

siglas en inglés) 24,

Existe controversia sobre su clasificacion, sin embargo, se le ha catalogado como semi-
esencial " o condicionalmente esencial ™, al ser intermediario entre los aminoacidos
esenciales y los no esenciales. La arginina se considera como semi-esencial para los
mamiferos cuando su biosintesis enddgena no es capaz de satisfacer su requerimiento.
En adultos, este aminoacido es semi-esencial en condiciones de estrés, enfermedad o
trauma . En el hombre adulto, la biosintesis endégena parece ser suficiente para
satisfacer los requerimientos metabolicos y fisioldégicos basicos, pero resulta

insuficiente para cubrir la elevada demanda que se produce en periodos criticos como el



crecimiento, estrés, trauma o ciertas condiciones patolégicas . Los requerimientos de
arginina dependen directamente de factores como: especie, edad, habitos alimenticios y
estado fisiolégico ©. La suplementacion de arginina en la dieta, es necesaria para el
crecimiento Optimo o para mantener el balance de nitrogeno en animales jovenes como:
ratas, pollos, gatos, ratones, cobayos, perros, conejos, cerdos, hurones y visones ® En
ratas se ha demostrado que la ausencia de este aminoacido produce una marcada
reduccion del crecimiento corporal y renal en los machos, asociada con la pérdida de

masa muscular ©,

En el ser humano, la arginina ha sido utilizada en muy diversos esquemas de
tratamiento preventivo y terapéutico como son: aplicacion clinica contra el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA); en patologias cardiovasculares (angina de pecho, falla congestiva del corazon,
ateroesclerosis y enfermedad coronaria, hipertension, claudicacion intermitente); en
preclampsia (una de las principales causas de mortalidad en mujeres embarazadas en el
pais) ‘9. En quemaduras y traumatismos, cancer, resistencia de insulina y diabetes,
patologias gastrointestinales (gastritis, Ulceras, enfermedad del reflujo gastroesofagico),
alteraciones genitourinarias (disfuncion eréctil, infertilidad en hombres y mujeres,
cistitis intersticial) y demencia senil, ademéas de ser considerado como un componente

de la nutricién perioperatoria y en trabajo de parto .

1.2 Sintesis de Arginina

La homeostasis de arginina en el organismo necesita de una ingesta diaria en la dieta, de

su sintesis endégena y de la degradacion de la misma ®. Este aminoécido es sintetizado



por tres drganos: higado, intestino y rifién. Sin embargo, estudios realizados demuestran
que la arginina producida por el higado, es metabolizada en su mayoria in situ, sin
liberacion al torrente circulatorio . La sintesis endégena implica la cooperacion
metabolica del intestino y el rifion para la conversion neta del precursor glutamato en
arginina @. Sin embargo, el intestino es el Gnico érgano que posee todas las enzimas
necesarias para la conversion de la glutamina en citrulina: glutaminasa dependiente de
fosfato (GDP), pirrolin 5 carboxilato sintetasa (P5Cs), ornitina aminotrasferasa (OAT),
carbamil fosfato sintetasa | (CPS 1), N-acetilglutamato sintetasa (NAGS) y ornitina

carbamil transferasa (OTC) ®.

La sintesis se inicia con la hidrdlisis de la glutamina a glutamato por la GDP;
posteriormente, el grupo carboxilo del glutamato sufre una reduccion a semialdehido
glutdmico en una reaccion mediada por la P5Cs con consumo de adenosin trifosfato
(ATP) y nicotiamida-adenina-dinucleotido-fosfato en su forma reducida (NADPH). El
semialdehido glutdmico resultante experimenta una ciclacion no enzimatica para formar
el pirrolin 5 carboxilato (P5C); el cual es el primer compuesto implicado en la sintesis
de arginina a partir de glutamato. Este puede sufrir una reduccion dependiente de
NADPH para producir prolina o ser oxidado a glutamato, lo cual lo sitia como un
producto intermediario entre el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y el ciclo de la urea.
Las reacciones que transforman finalmente a la ornitina en arginina, implican a las
enzimas del ciclo de la ureay, en sus etapas finales, a la arginosuccinato sintetasa (ASS)
y la arginosuccinato liasa (ASL) (Figura 1). En el hombre y el resto de los mamiferos, la
transformacion de la citrulina en arginina ocurre en el rifién (principalmente en el tabulo
proximal), lo que lo convierte en un érgano clave para el suministro de arginina a otros

tejidos. Gran parte de la arginina sintetizada en el tubulo proximal entra en la



circulacion y una pequefa cantidad se utiliza y/o metaboliza hasta urea en el propio

rifion por la relativamente baja actividad de arginasa de este 6rgano .
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Figura 1. Via de la sintesis endégena de Arginina. Enzimas que catalizan las reacciones: 1) glutaminasa
dependiente de fosfato (GDP); 2 y 3) pirrolin 5 carboxilato sintetasa (P5Cs); 4) espontaneo, no hay
reaccion enzimatica; 5) ornitina aminotrasferasa (OAT); 6) ornitina carbamil transferasa (OTC); 7)
arginosuccinato sintetasa (ASS);8) arginosuccinato liasa (ASL); 9) N-acetilglutamato sintetasa (NAGS);
10) carbamil fosfato sintetasa | (CPSI); 11) prolin oxidasa y 12) aspartato aminotransferasa. Abreviaturas:
OAA (oxaloacetato), CP (carbamil fosfato) \".

Aproximadamente, 28% de la glutamina vertida al torrente circulatorio es captada por el
intestino y liberada posteriormente a la circulacion como citrulina; de ésta, una minima

cantidad es recogida por el higado y otros tejidos para una posterior utilizacion y la



mayor parte (83%), se convierte en arginina en el rifion Y. En animales adultos,
aproximadamente el 60% de la sintesis neta de arginina en mamiferos adultos ocurre en
el rifién, siendo este drgano el que mayor aporte de sintesis enddgena de arginina ofrece

en adultos @,

En la mayoria de las células de los mamiferos, la arginina requiere de canales o
transportadores; que le permitan llegar a las células, estos canales son: y*, b®*, B®" o
y*L. El més importante mecanismo con el cual se modula el metabolismo celular de
arginina es el y*, este canal se puede encontrar en una gran variedad de tipos celulares,
pero esta ausente en los hepatocitos. Otros aminoacidos cationicos (lisina, ornitina) y
posiblemente analogos cargados, son inhibidores efectivos de la arginina por el canal y*

() Esto explicarfa el antagonismo en nutricién respecto a lisina y arginina ™.

1.3 Argininaen el cerdo

Actualmente, se considera que para la especie porcina, 10 aminoacidos son esenciales
para el crecimiento, la gestacion y la lactacion (Cuadro 1). Un aminoéacido esencial es
aquel que no puede ser sintetizado por el organismo 0 no puede ser producido en las

cantidades necesarias, por lo que necesita ser suministrado exégenamente 2.

Se ha demostrado que existe un aumento en la sintesis enddgena de arginina,
principalmente en el periodo neonatal en cerdos, ademéas que la abundancia de este
sustrato en la leche es menor que lo que puede generar el organismo (en neonatos
representa el 30%, mientras que en adultos solo representa el 5-15%) . Los altos

requerimientos de arginina en el cerdo neonato probablemente estan relacionados con la



baja presencia de este aminoécido en la leche de las cerdas " ®. Se estima que la leche

de la cerda provee menos del 40% del requerimiento total diario de arginina en lechones

de 7 dias de nacidos ®®.

Cuadro 1. Clasificacién de los aminoacidos en el cerdo “2).

Aminoacidos esenciales ?

Aminoacidos no esenciales ?

Lisina Glicina
Triptéfano Serina
Metionina Alanina
Valina Norleucina
Histidina Acido aspértico
Fenilalanina Acido glutamico
Leucina Acido hidroxiglutdmico
Isoleucina Cisterna ¢
Treonina Citrulina
Arginina® Prolina
Hidroxiprolina
Tirosina

a: indispensable y dispensable puede reemplazar el término esencial y no esencial
b: parcialmente sintetizado

c: puede sustituir 50-70% del requerimiento de metionina

d: puede sustituir 30% del requerimiento de fenilalanina

El intestino delgado de neonatos y cerdos en crecimiento, a diferencia de otras especies,
es el encargado de la produccion de la arginina y es capaz de liberarla al torrente
circulatorio; ademas la actividad de la oxidasa de prolina es mayor en este 6rgano que
en el higado y el rifion . Paradéjicamente, la sintesis intestinal de citrulina y arginina
proveniente del glutamato, glutamina y prolina (aminoécidos abundantes en la leche de
la cerda) tiene un descenso marcado en cerdos de 3 semanas de vida por mecanismos
atn desconocidos ™. En el caso del cerdo en crecimiento la produccién de este
aminoacido es limitada. Cunha (1977) publicé que la arginina sintetizada por el
organismo solo permite del 60-75% del crecimiento normal, por lo que es preciso un
aporte exdgeno para cubrir las necesidades diarias ?. Similarmente, Wu et al ©
encontraron que en cerdos de 28 kg de peso, la sintesis enddgena de arginina

representaba tan solo el 50.2% del total de requerimiento diario, por lo que es necesaria
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la administracion exdgena de este aminoacido. Ademas, se ha demostrado que el cerdo
es enzimaticamente eficiente para producir L-arginina a partir de los 40 kg de peso ®¥.
Estos datos resaltan la importancia de la suplementacion exdgena de arginina en cerdos
menores a 40 kg, considerando que mientras méas ligeros de peso, mayor es la

dependencia de la via exdgena para satisfacer su requerimiento.

1.4 Argininay el sistema inmune

Existen interacciones, sinergismos y antagonismos muy importantes entre nutricion e
inmunidad capaces de afectar marcadamente la productividad, ya que la nutricion puede
influir en la inmunocompetencia de los animales; provocando una menor resistencia a
las enfermedades. Ademas, la respuesta del sistema inmune a los procesos infecciosos
afectan al crecimiento, metabolismo y necesidades de nutrientes, pero también los
organismos patogenos pueden reducir la absorcion de los mismos. La desnutricion
implica un incremento de la incidencia, duracion y mortalidad ligada a las
enfermedades, las cuales causan anorexia y malnutricion, dando lugar a una mayor

probabilidad de infecciones y a una baja productividad **.

Durante la respuesta inmune se liberan citocinas, como la interleucina (IL) 1, activando
a los componentes celulares (p.e. fagocitos) y humorales (p.e. anticuerpos) “® (Cuadro
2), y movilizando grandes cantidades de nutrientes de otros tejidos, especialmente el
musculo esquelético, para la sintesis de las proteinas de fase aguda en el higado, para la
gluconeogenesis y para la sintesis de inmunoglobulinas y células T y B del sistema
inmune. La sintesis de proteinas de fase aguda en el higado (hemopexina, haptoglobina,

a-macroglobulina y ceruloplasmina), protege al huésped del impacto potencialmente
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dafino de la liberacién de sustancias toxicas (oxidantes, proteasas, lipasas y oxidasas)
en una respuesta inmune @, y las proteinas restantes se degradan como parte del

mecanismo de defensa del animal para luchar contra los antigenos invasores ©.

Cuadro 2. Papeles superpuestos de citocinas de los leucocitos en la regulacion del metabolismo ™

Respuesta Citocinas responsables
General
Descenso del consumo voluntario de alimento IL-1, TNF
Aumento del metabolismo basal IL-1, TNF
Aumento de la temperatura corporal IL-1, IL-6
Metabolismo de la glucosa
Aumento de la oxidacion de la glucosa IL-1, TNF
Aumento en la sintesis de la glucosa IL-1
Metabolismo de los lipidos
Menor actividad lipoproteina lipasa IL-1, TNF
Aumento de la lip6lisis en adipocitos IL-1, TNF
Mayor sintesis hepatica de triglicéridos TNF
Metabolismo de las proteinas
Mayor sintesis de proteinas de la fase aguda IL-1, TNF, IL-6
Aumento de la degradacion de la proteina muscular IL-1
Metabolismo de minerales
Aumento de la sintesis de metalotionina IL-6
Aumento de la sintesis hepatica de ceruloplasmina IL-1, IL-6
Liberacién de hormonas
Aumento de la liberacién de corticosteroides IL-1, IL-6
Descenso de la liberacion de tiroxina IL-1
Aumento de la liberacién de insulina y glucagén IL-1, TNF

Abreviaturas: IL-1: interleucina-1; TNF: factor de necrosis tumoral; IL-6: interleucina-6

Cuando los monocitos y macrofagos reconocen a los microorganismos extrafios,
provocan cambios metabdlicos coordinados que causan los signos clasicos de la
respuesta de fase aguda: anorexia, letargia, fiebre y dolor de musculos y huesos
producido por el factor de necrosis tumoral o (por sus siglas en inglés TNFa). Los
signos son comunes para todos los procesos infecciosos que involucran a las células
fagociticas y se denomina estrés inmunoldgico. Independientemente del inmundgeno, la
estimulacion del sistema inmune provoca un descenso del consumo de alimento, de la
ganancia diaria de peso y de la conversién alimenticia . Los cambios metabélicos

representan una respuesta que altera la distribucion de los nutrientes de la dieta,
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disminuyendo su flujo hacia la sintesis muscular y favoreciendo en cambio los procesos
metabdlicos que soportan la respuesta inmune v la resistencia a la enfermedad “®. Estos
cambios metabdlicos se traducen en una menor velocidad de crecimiento, baja
conversion alimenticia, una disminucion de los requerimientos en todos los nutrientes y

canales potencialmente mas grasas > 1©.

Experimentos han determinado la asociacién de la arginina con el sistema inmunolégico

en diversas especies. Varios autores mencionan © ©

, que en ratas sanas a las cuales se
les administré 1% de hidrocloruro de arginina en su dieta normal; se incremento el peso
del timo asociado a un aumento en los linfocitos T. En ratas a las que se les extirpé el
timo en la etapa adulta, la suplementacion del 1% de arginina en la dieta, provoco un
incremento de los linfocitos T y disminuyd las respuestas de hipersensibilidad
considerablemente, demostrando que los efectos de este aminoacido pueden verse

reflejados en los linfocitos periféricos y no sélo en los linfocitos que se encuentran en el

timo.

En humanos sanos y pacientes en cuidados intensivos la respuesta mitogénica de los
linfocitos de sangre periférica aument6 por la administracion de arginina a dosis de 30
g/dia ®. Esta misma dosis (30 g/dia/3dias) ha demostrado un incremento en la actividad
de las células natural killer (NK, por sus sigla en inglés), la actividad citotdxica de
linfocitos activados por citocinas y la reactividad mitogénica de los mismos en
pacientes con estados avanzados de cancer de seno “ . Ademés de aumentar la funcion
inmune mediada por células T, la arginina estimula la reparacién de heridas y la sintesis
de colageno en animales y seres humanos ®. También, se ha utilizado en pacientes

hospitalizados dietas enterales con concentraciones elevadas de arginina, acidos grasos
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omega 3 (®»-3), glutamina y &cidos nucleicos, reduciendo considerablemente las
infecciones postoperatorias *”. La finalidad de este compuesto es la de preservar e
incrementar la sensibilidad de los componentes celulares del sistema inmune y/o reducir
el dafio ocasionado por una exagerada respuesta inflamatoria mediante la alteracion de

mediadores de inflamacion (p.e. prostaglandinas), reduciendo el riesgo a las infecciones

©

En las células del sistema inmune innato, principalmente en los macrofagos, la arginina
es un potente estimulador, sin embargo, su efecto varia de acuerdo con la disponibilidad
del aminoécido, en macrofagos peritoneales incubados con concentraciones bajas de L-
arginina en el medio de cultivo (<0.1 mM) se observ un incremento en la activacion y
la funcién de la citotoxicidad de estas células contra células tumorales, la produccion
del ani6n superéxido () y la fagocitosis © '®. A concentraciones mayores a 1 mM, en
condiciones similares, existié una supresion de la produccion de O,, de la citotoxicidad,
la fagocitosis y la sintesis de proteinas ©. Similarmente, estudios in vitro de fagocitosis
bacteriana por células polimorfonucleares (PMN) de humanos, demostraron que la
incubacion con L-arginina a concentraciones de hasta 380 uM induce e incrementa la
fagocitosis de manera dependiente de la concentracion, pero la suplementacion de

concentraciones més altas de L-arginina la reduce progresivamente ©.

1.5 Destete

En los mamiferos, el destete es un proceso normal y paulatino, en el cual los animales
comienzan a ingerir alimentos solidos de forma simultanea con la leche materna,

aunque en menores concentraciones de esta Gltima, de tal modo que, gradualmente, el
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animal joven suprime su dieta liquida . En condiciones naturales los cerdos se
destetan de sus madres entre las 15 y 22 semanas de edad ®”. Sin embargo, bajo
condiciones intensivas de produccion, la separacion materna se realiza antes del dia 21
(promedio 18 a 21 dias), lo que permite aumentar la produccion de la cerda al destetar
entre 25 a 30 cerdos al afio Y. Ademés, esta mayor produccién permite reducir las
enfermedades y el costo de produccién del cerdo. En paises europeos es comun el
destete a las 3 6 4 semanas de vida cuando los cerdos tienen un peso promedio de 6 a 7
kg. En los Estados Unidos de Norteamérica es comun el destete a las 3 semanas de vida
cuando el cerdo tiene un peso de 5 a 6 kg ®?. El destete a edades tempranas, sin
embargo, puede no funcionar adecuadamente debido a varios factores, entre los que se
puede mencionar: el uso de dietas y de fases de alimentacidn incorrectas, la utilizacion
de comederos mal disefiados, un dificil acceso al agua y una pobre calidad de la misma,
un ambiente no adecuado, mala calidad del aire, falta de higiene, una inadecuada
densidad de animales, entre otras . El cerdo joven recién destetado de 21 dias de edad
promedio, es capaz de ganar 100, 200 y 400 g/dia en la primera, segunda y tercera

semana respectivamente, en ausencia de estrés o enfermedades 2.

Al destete, el cerdo consume aproximadamente 20 a 30 g de alimento seco, y alcanza un
promedio de 100 g/dia al inicio de la primera semana ?®, el consumo de agua cae
drasticamente, lo que puede deberse a la dificultad de adaptarse al nuevo bebedero y sus
reservas corporales disminuyen, reduciendo su grasa corporal del 15 al 7%, para poder
mantener los minimos procesos fisiolégicos ®®. Ademés, de estos cambios corporales,
el cerdo experimenta una reduccion en la capacidad digestiva y de absorcion del
20).

intestino delgado, lo que contribuye a un menor consuMO y un escaso crecimiento ¢

En la mucosa intestinal, la altura de las vellosidades intestinales disminuye y la
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profundidad de las criptas aumenta en las primeras 24 horas posdestete *?, ademas de
una reduccion de la actividad de las enzimas lactasa y sucrasa “%. En cuanto a la altura
de las vellosidades en un cerdo destetado a los 21 dias de edad, esta se reduce de 527 a
183 um en promedio, mientras que las vellosidades de un cerdo destetado a los 31 dias
sélo se reducen de 410 a 299 um @®: y se empieza a recuperar hasta los 4 dias
posteriores al destete *”.Estos cambios afectan la capacidad de absorcién hasta por un
periodo de 7 a 14 dias Y. Ademas, el cerdo joven tiene una limitada capacidad de
producir &cido clorhidrico en el estdbmago, por lo que el pH se incrementa, provocando
una digestion ineficiente de la proteina y una posible Ilegada masiva de patdgenos al
intestino delgado, al carecer el animal de la barrera 4cido protectora . Estos
patdgenos pueden ocasionar una proliferacion de bacterias enterotoxigénicas (E. coli) en
el intestino delgado o la fermentacion de alimentos menos digestibles de la dieta en el
intestino grueso, lo que puede ocasionar diarreas en los cerdos destetados 7. El sistema
digestivo en cerdos de 21 a 28 dias de edad tampoco es capaz de producir cantidades
apreciables de lipasas, amilasas y otras enzimas que degradan los nutrientes contenidos

en materias primas de origen vegetal ®°.

Después del destete, el cerdo disminuye su consumo de alimento debido principalmente
al intenso estrés que sufre al ser separado de su madre ®®. Los factores que generan
estrés, pueden ser de indole nutricional, psicolégico y ambiental, las cuales se presentan
de manera simultanea. Dentro de los factores nutricionales, el cambio de alimentacion
es el principal, ya que de recibir un alimento palatable, digestible, caliente, de facil
digestion y el cual es ingerido simultdneamente con sus hermanos de camada en
tiempos determinados por la madre y con una frecuencia de 20 a 30 veces al dia; al

destete el alimento que reciben es seco, frio, duro y de un sabor que desconocen % 2
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2 Ademas, existen constantes luchas entre los cerdos para establecer jerarquias (orden
para comer, lugar de descanso, etc.) durante las primeras 24 horas posteriores a la
separacion materna; acciones que en conjunto generan el estrés psicoldgico. El cambio
de alojamiento (de la jaula de maternidad a la sala de destete), en donde todo es extrafio,
genera también lo que se conoce como estrés ambiental ®® % La presencia de
comportamientos anémalos (o vicios) como el tratar de mamar la zona umbilical o
prepucial de otros cerdos, las mordeduras de colas y orejas, la incapacidad de comer
alimento sélido son signos evidentes que confirman la falta de adaptacion del animal

a su nueva etapa posmaterna.

1.6 El sistema inmune innato

La inmunidad innata es la primera linea de defensa de todos los organismos
multicelulares (incluidas las plantas y los insectos) frente a los agentes patdgenos o
apatogenos. Los mecanismos de la inmunidad innata existen y funcionan en todo
momento, aln antes de un encuentro con los microorganismos. En este sentido, se ha
demostrado que la inhibicion o eliminacion de este tipo de inmunidad, aumenta
considerablemente la susceptibilidad a infecciones, incluso cuando el sistema
inmunitario adaptativo esta intacto y funcional ®. La inmunidad innata no sélo sirve
para la defensa inicial ante la presencia de algun antigeno, sino que también “avisa”
cuando ésta se presenta, por lo que el sistema inmunitario adaptativo debe poner en
marcha una respuesta inmunitaria contra dicha presencia. Ademas, la inmunidad innata
es capaz de reconocer no solo microorganismos intactos; sino componentes

independientes de estos como el ARN bicatenario presente en los virus en proceso de
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replicacion, o las secuencias de ADN presentes en las bacterias, asi como los

lipopolisacaridos (LPS), 4cidos teicoicos y los oligosacaridos ricos en manosa .

El sistema inmune innato consta de barreras epiteliales, células y proteinas circulantes
que reconocen microorganismos o sustancias producidas durante los procesos

infecciosos e inician respuestas que eliminan dichos agentes % 2%

Los epitelios
intactos forman barreras fisicas entre los microorganismos del ambiente externo y el
tejido del huésped. Las principales interfases entre el ambiente y el huésped son: la piel
y las mucosas del aparato digestivo y respiratorio. Las mucosas, ademas de estar
protegidas por un epitelio continuo que evita la entrada de microorganismos, son
capaces de producir péptidos que tiene una funcién antibidtica natural, mejor conocidos
como defensinas, péptidos ricos en cisteina, que también se encuentran aunque en un
porcentaje menor en los granulos de los neutréfilos @, Las barreras epiteliales y las
cavidades serosas contienen linfocitos T intraepiteliales y la subpoblacion B-1 de
linfocitos B. La linea celular del sistema inmune innato comprende a neutréfilos,
monocitos, macrofagos y células dendriticas, que son considerados células fagociticas;
asi como las células NK, encargadas de la eliminacién de células tumorales . Los
macrofagos y las células dendriticas también pueden funcionar como células
presentadoras de antigenos (CPA) %, Las células fagociticas y las células NK ademas,
son capaces de liberar mediadores necesarios para activar a mas células mediante la

secrecion de citocinas, y estimular la reaccion celular de la respuesta inmune innata ®®.
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1.7 Fagocitos: neutréfilos y macrofagos

Las células fagociticas juegan un papel critico en la inmunidad innata. La ingestion de
microorganismos da origen a dos funciones inmunes esenciales: 1. La eliminacion de
los patdégenos mediante la fagocitosis, gracias a enzimas hidroliticas y complejos
reactivos de oxigeno; 2. Las células fagociticas unen las piezas de los microorganismos
a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en
inglés) 1 y II, las cuales migran a la superficie de las células y son presentadas a los
linfocitos, activando la inmunidad adaptativa ®®. Los neutréfilos, también denominados
leucocitos PMN, son la poblacion méas abundante de leucocitos circulantes (en
humanos) e intervienen en las primeras fases de la respuesta inflamatoria ©®. El
citoplasma de los neutrofilos contiene dos tipos principales de lisosomas limitados por
membranas: granulos primarios o azurofilos y secundarios o especificos, los cuales
estan encargados de la funcién hidrolitica-digestiva de las células fagociticas ©?. Los
granulos azurofilos contienen sustancias con actividad antibacteriana como son: leucina
y BPI (factor que incrementa la permeabilidad de la pared celular de los
microorganismos); ademas, contienen: lisozima, elastasa, catepsina G, mieloperoxidasa,
varias glicosidasas &cidas y otras hidrolasas, mientras que los granulos secundarios
contienen lisozima, lactoferrina y colagenasa ©%. Después de ser ingerida una particula
y quedar dentro del fagosoma, el neutrofilo se “desgranula”; y algunos lisosomas se
fusionan con el fagosoma liberando su contenido y originando el fagolisosoma & %033,
Las enzimas hidroliticas y los péptidos antibacterianos pueden funcionar bajo
condiciones aerobias y anaerobias para intentar destruir a los microorganismos
ingeridos. Los péptidos antibacterianos actlan haciendo permeable la membrana

bacteriana. Los neutrofilos mueren después de un corto tiempo en los sitios de la
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inflamacion, liberando enzimas hidroliticas que contribuyen a la respuesta inflamatoria
y destruccion del tejido. En el cerdo, los neutrdfilos presentan alta afinidad por la

marginacion a los capilares del pulmén. ©Y.

Ademas de poseer enzimas hidroliticas y péptidos antibacterianos en sus grénulos, el
neutrofilo tiene potentes mecanismos bactericidas que pueden funcionar solo en
condiciones de aerobiosis V. Estos mecanismos estan relacionados con el metabolismo
oxidativo de los neutréfilos. Al ser estimulado por una particula opsonizada, el uso del
oxigeno aumenta con rapidez. Esta explosion del metabolismo oxidativo tiene como
resultado la produccion de algunas moléculas de oxigeno fuertemente reactivas,
especificamente: peréxido de hidrégeno (H,0.), O y radicales hidroxilo (OH") %2,
Todos estos componentes pueden dafiar organismos microbianos. EI H,O, formado
después de la fagocitosis también puede reaccionar con iones haluro en una reaccién
catalizada por una enzima mieloperoxidasa (MPQO) que se libera de los grénulos
primarios. Esta reaccion es uno de los mecanismos bactericidas mas potentes y también

es potencialmente fungicida y viricida %32,

El sistema fagocitico mononuclear (SFM) se compone de los macréfagos fijos,
macrofagos circulantes (histiocitos) y sus precursores circulantes (monocitos),
desempefiando una funcion esencial en la inmunidad innata y adaptativa. Los monocitos
se producen en la médula 6sea y se liberan en el torrente sanguineo en donde pueden
permanecer por periodos largos, circulando antes de migrar a los tejidos para
transformarse en macréfagos Y. Los macréfagos residen en el tejido conjuntivo
subepitelial, el intersticio de los drganos parenquimatosos, el revestimiento de los

sinusoides vasculares del higado y el bazo y los senos linfaticos de los linfonodos, por
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consiguiente, estas células estan situadas de forma estratégica en todas las zonas por
donde los microorganismos pueden penetrar al huésped ©®®. Los macréfagos fijos se
encuentran tapizando el endotelio capilar (en particular de los pulmones), y los senos de
6rganos como el bazo, médula 6sea y linfonodos. Estos macrofagos fijos son
importantes para atrapar y eliminar los antigenos extrafios del torrente sanguineo y
linfatico % 3. Los macréfagos derivan de los monocitos de la sangre y se encuentran
en todos los tejidos del cuerpo. En ciertas situaciones, se diferencian en tipos
especializados de macrofagos, como las células gliales en el sistema nervioso, las de
Langerhans en la piel, las células de Kupffer en el higado y los macréfagos alveolares

(AM®) en pulmén G139,

Los macréfagos son considerados como la segunda linea de defensa del organismo, son
mas lentos para llegar a los sitios de inflamacion y no son tan agresivos como los
neutréfilos G134, sin embargo, los macréfagos son capaces de una actividad mucho mas

sostenida contra los agentes patégenos %

. Debido a esta actividad, pueden matar
ciertos tipos de bacterias que son resistentes a la destruccion por los neutréfilos. Esto es
especialmente valido si los macréfagos fueron activados por citocinas secretadas por

linfocitos T @Y,

Los AM@ suelen encontrarse en los alvéolos, donde fagocitan particulas inhaladas,
incluyendo los nimeros bajos de bacterias que pueden encontrar. Después de ingerir las
particulas, abandonan el alvéolo a través de las vias aéreas, donde ascienden por la
accion mucociliar o emigran fuera del alvéolo pasando entre las células del epitelio y
son llevados por el drenaje linfatico a los linfonodos locales. Alli, presentan los

antigenos que han capturado a los linfocitos para comenzar una respuesta inmune V.
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Los macrofagos intravasculares pulmonares se encuentran adheridos a las celulas del
endotelio del lecho vascular del pulmén. Son muy abundantes en los cerdos y en
algunas otras especies y se cree que son muy importantes para la fagocitosis y la
eliminacion de los agentes infecciosos de la sangre ®* *. Esta es una buena ubicacién
para los macrdfagos responsables de la eliminacion de las bacterias de la sangre, dado
que toda la sangre del organismo pasa por los vasos sanguineos pulmonares en cada
paso a través del cuerpo. ElI macréfago intravascular pulmonar esta por consiguiente
involucrado sobre todo en la defensa contra la septicemia en lugar de la proteccion
contra la enfermedad respiratoria. Los macrofagos intravasculares pulmonares que se
encuentran depurando bacterias activamente a partir del torrente sanguineo (en especial
las bacterias gramnegativas o la endotoxina libre) pueden liberar citocinas y metabolitos
del &cido araquidonico, que contribuyen de manera significativa a la inflamacion

pulmonar @234,

Los macrofagos activados son también productores de citocinas, las cuales tiene un
efecto en la respuesta inmune local y sistémica . Estas citocinas son proteinas que
inducen la inflamacién y son expresadas rapidamente en caso de dafio o infeccion. Otro
tipo de células como las células epiteliales y fibroblastos también son capaces de
producir citocinas. La IL -1 (a, B) y el factor de necrosis tumoral o (TNF, por sus siglas
en inglés) son de las primeras citocinas producidas por los fagocitos ®°. La IL-1 y el
TNFa son citocinas proinflamatorias importantes, asimismo, la IL-1, la IL-6 y el TNFa
son inductores de la produccion de proteinas de la fase aguda ©. Después se produce
IL-6 y junto con IL-1 provocan fiebre, la cual es benéfica para el huésped porgue induce
la activacion metabélica necesaria para luchar contra la infeccion . La formacion de

quimiocinas es importante ya que act(ian como mediadores de la inflamacién 3. Las
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quimiocinas son pequefios polipéptidos que controlan la adhesion, quimiotaxis y la
activacion de la poblacion de leucocitos. La mas importante es la IL-8 (CXCLS)

producida por el macréfago, potente atrayente de neutréfilos %3,

1.8 Fagocitosis

En 1880, Ellie Metchnikoff, descubrid el proceso de la fagocitosis cuando examinaba
larvas de estrella de mar. Demostro que si se introducian espinas de rosa en el celoma
de estas larvas, dichas espinas eran atacadas por células mdviles. Desde entonces, se ha
demostrado que la fagocitosis es un mecanismo de defensa universal en los organismos
32 La fagocitosis incluye las etapas de migracién, el reconocimiento de lo que puede y
debe ingerirse, la endocitosis y la destruccion de particulas; cada una de estas etapas es
complicada, y cada vez se identifican mas componentes moleculares y se establecen
mas interacciones y rutas metabélicas ® 3% %37 No obstante que existen diferencias
especificas entre la funcién fagocitica de los macrofagos y los neutréfilos, el proceso

fagocitico incluye varias etapas secuenciales que son comunes en ambas células ©°.

Para que las células fagociticas acudan a los sitios de lesion, deben salir primero de los
vasos sanguineos. Los cambios fisiologicos observados durante la salida de las células
incluyen, primero el cambio en el flujo de los leucocitos en el torrente circulatorio,
después su desplazamiento por rodamiento sobre la superficie interna de los vasos
sanguineos, mas tarde su marginacion, adhesion y expansion sobre el endotelio
vascular, y finalmente su salida por diapedesis a través de las uniones entre las células

endoteliales %8 3% 36.38),
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Las células fagociticas emigran a los tejidos, atraidos hacia la fuente de determinadas
sustancias (quimiotaxis). La invasion bacteriana y el dafio tisular inducen la produccion
de muchas moléculas quimiotécticas diferentes (C5a, fibrinopéptido B, quimiocinas,
leucotrieno B,4), ademés las bacterias liberan péptidos (grupo metionina formilada) con
gran poder quimiotéctico. Los neutréfilos que estan en proceso de morir liberan elastasa
y colagenasa, funcionando como generadores de factores quimiotacticos para los
macrofagos. Sin embargo cuando las células fagociticas se encuentran con los
microorganismos, no pueden adherirse a ellos, ya que tanto las células como los
microorganismos suspendidos en los liquidos corporales suelen tener carga negativa vy,
en consecuencia, se repelen entre si, por lo tanto es necesario neutralizar esta carga,
recubriendo ésta, con una proteina cargada positivamente (opsonizacion). Los
anticuerpos y C3b son ejemplos de estas proteinas. Una vez que disminuye la carga
negativa, la cual es mediada por la interaccion entre receptores celulares y ligandos en
la particula, permite la union de las células fagociticas con los microorganismos,
(adhesion) ©#3). Cuando las células fagociticas encuentran un microorganismo,
extienden una proyeccion de su membrana (pseudépodo) la cual lo rodea ®®. La unién
de los receptores del pseudépodo con los ligandos del microorganismo permite a un
pseudopodo en forma de copa cubrir la particula (endocitosis). EI microorganismo es
atraido finalmente al interior de la célula fagocitica y, al ser envuelto por el citoplasma,
queda encerrado en una vacuola (fagosoma), al unirse el microorganismo a la
membrana de la célula fagocitica, los granulos primarios (lisosomas) migran a través del
citoplasma, se fusionan con el fagosoma y liberan sus enzimas (fagolisosoma). El
contenido digerido por la accion del fagolisosoma posteriormente es eliminado de la

célula (exocitosis) ©2 7.



24

1.9 Eliminacion de microorganismos

Un numero considerable de sustancias antimicrobianas y citotdxicas es producido por el
macrofago activado, siendo éstas las responsables de la destruccion intracelular de los
antigenos fagocitados. Esta destruccion puede ser dividida en dos mecanismos: 1) los
mecanismos de destruccion dependientes de oxigeno en donde los fagocitos activados
producen intermediarios reactivos de oxigeno (ROls, por sus siglas en inglés) e
intermediarios reactivos de nitrégeno (RNIs, por sus siglas en inglés), los cuales tienen
una actividad antimicrobiana muy potente; y 2) los mecanismos de destruccion
independientes de oxigeno en donde, los fagocitos sintetizan lisozima y varias enzimas

hidroliticas en condiciones anaerobias “® *”

. Dentro de los cambios oxidativos que
acomparian el proceso de la endocitosis se observa un aumento en los siguientes
parametros: a) el consumo de oxigeno, b) el consumo de glucosa, c¢) la actividad del
ciclo de las pentosas o hexosas monofosfato y, d) la produccion de H,O, y otros

peroxidos; al conjunto de estos cambios se le llama “estallido respiratorio” ©7.

El estallido respiratorio descubierto en 1959 por Sbarra y Karnosky, es el resultado de la
activacion de la enzima NADPH oxidasa u oxidasa del estallido respiratorio % % 39
inactiva en el resto de las células, la cual cataliza la reduccion de un electron del
oxigeno con un gasto de NADPH. Al mismo tiempo, la glucosa es metabolizada a
través de la hexosa monofosfato la cual es desviada para regenerar el NADPH que fue
utilizado para la generacion de la enzima NADPH oxidasa, formadora del anién
superdxido (O7), y la destoxificacion del sistema dependiente de glutation de H,O, que

se encuentra en el citoplasma del fagocito. La reduccion del oxigeno entonces produce

0,", que es un intermediario altamente toxico para los microorganismos G343 E| 0,
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, genera otros agentes altamente oxidantes, incluidos el radical hidroxilo (OH") y H,0s.
La MPO, uno de los principales constituyentes de los granulos, puede utilizar el H,O;
para oxidar los haluros y convertirlos en compuestos reactivos toxicos, como el &cido
hipocloroso (OHCI'), generado al reaccionar con el anién CI" y las cloraminas ©* %0
(Cuadro 3). La hiperactividad de la NADPH oxidasa Ileva a una exagerada produccion
de oxidantes, que causan un considerable dafio tisular. Este dafio incluye: deterioro
funcional de los linfocitos T, citotoxicidad frente a las células endoteliales, lesion
directa al ADN de células cercanas y metabolismo oxidativo de agentes quimicos, que
va a generar compuestos citotéxicos, genotéxicos e inmunogénicos “%. Dentro de las

moléculas biolégicas enddgenas con capacidad de inhibir la actividad de la NADPH

oxidasa se encuentran: el NO, los esteroides, la adrenalina y las IL-10 e 1L-4 “Y),

Cuadro 3. Formacién de intermediarios reactivos de oxigeno y de nitrégeno “* 4%

Molécula Reaccién quimica
Anion superdxido (0,) 2 0,+NADPH—(NADPH oxidasa)—2 O,” +NADP* + H*
Peréxido de hidrégeno (H,0,) O, + O, ™+ 2H*—(SOD)—H,0,+ O,
Radical hidroxilo (OH") 0, + H,0,—(Fe++ 0 Cu++)—OH + OH + O,
Acido hipocloroso (OHCI) H,0,+ H* CI'-(MPO)—HOCI + HO
Peroxinitrito (ONOO") 0, + NO—-ONOO
Acido nitroso (HNO,) NO + OH'—HNO,

(SOD) superoxido dismutasa, MPO (mieloperoxidasa)

Cuando los macrofagos son activados por la pared celular lipolisacarida de las bacterias
(LPS), o muramil dipéptido (MDP), o con una citocina producida por una célula T
(IFN-vy), una gran cantidad de Oxido nitrico sintetasa (NOS) es expresada, la cual oxida
la L-arginina hacia citrulina y NO, un radical reactivo © ** 3" El NO es un potente
antimicrobiano gque en combinacién con el O,” aumenta la potencialidad de las

sustancias microbicidas producidas por el macréfago activado ® 237,
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Los mecanismos de destruccion independientes de oxigeno son producidos también por
los macréfagos activados, en los cuales existe una sintesis de lisozima y varias enzimas
hidroliticas en las cuales no interviene el oxigeno. También producen un grupo de

péptidos citotoxicos llamados defensinas y de TNF-a ®% 3337,

1.10 Oxido nitrico

Hasta hace poco, era dificil aceptar la hipOtesis de que un gas toxico ejerciera un
importante papel como mediador del metabolismo celular, sin embargo, en la actualidad
dicha hipdtesis ya es aceptada. En 1992, la revista Science nombré al NO la “molécula
del afio”, y tan solo en el 2002 se generaron una 9000 publicaciones cientificas sobre
esta molécula “?. El 6xido nitrico (antes llamado Factor Relajante Derivado del
Endotelio) se produce a partir del metabolismo de la L-arginina y su produccién se
regula por efecto de algunas citocinas como el IFNy ©%. El sistema de la L-arginina
6xido nitrico fue descubierto por Hibbs y su grupo cuando demostraron que se requeria
de este aminoécido para que los macrdfagos activados pudieran ejercer sus efectos
citotoxicos sobre células tumorales ©%. Alfieri sin embargo, sefiala a Furchgott, Ignarro,
Murad y Moncada como los descubridores del NO en el afio de 1986, descubrimiento
que les vali6 a los tres primeros obtener el premio Nobel en Fisiologia y Medicina “?.
La sintesis de NO es estrictamente dependiente de L-arginina ya que se ha observado
que la D-arginina no sustituye la L-arginina y que la NG-monometil-L-arginina es un

potente inhibidor competitivo del aminoécido y del sistema citotéxico ©°.

Las funciones del NO dependen de la concentracion a la que este presente. A

concentraciones bajas sirve como sefial de varios procesos fisioldégicos como la
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regulacion sanguinea, la reactividad plaquetaria, como neurotransmisor de la inhibicion
de los nervios noradrenérgicos y norcolinérgicos y la memoria en el sistema nervioso
central, entre otras ' * *?. En altas concentraciones tiene una actividad citotéxica y

citostética contra tumores o patogenos % 49,

También, durante un proceso
inflamatorio, el NO actia simultaneamente como mediador del componente
vasodilatador de la inflamacion y jugando un papel relevante en la extravasacion de
macromoléculas “?.

La sintesis de NO requiere de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS) 5 1 4446 gjp
embargo, se han descubierto 3 isoformas de NOS: 1) NOS constitutiva neuronal (NOSI
0 NNOS); 2) NOS inducible (NOSII 0 iNOS); y 3) NOS constitutiva endotelial (NOSIII
o eNOS) & 448 | a5 jsoformas NOSI y NOSIII requieren para su activacion
calcio/calmodulina, y generan pequefias cantidades de NO con acciones fisiologicas
multiples (como sefializador molecular y regulacion de la presion sanguinea) & 42 43
mientras que, la isoforma NOSII se expresa en células inflamatorias, es calcio
independiente y produce cantidades masivas de NO %3 44) | 3 generacién de las
diferentes isoformas de NOS, es dependiente de glucosa, vitaminas (C, E, acido folico,
D3y A) y minerales (zinc, hierro y magnesio) “%. In vitro, la expresion de las isoformas

de NOS puede ser inhibida cuando se excede el requerimiento de sustrato (p.e. para

NOSII > 30mM de glucosa) “?.

En el pulmon, el NO es de importancia en la modulacion de la funcion respiratoria, asi
como en la patogénesis de varias enfermedades pulmonares “¥, siendo expresado por
una extensa variedad de células residentes e inflamatorias en las vias aéreas. Las 3

isoformas de NOS se localizan en el aparato respiratorio y mediante su cooperacion
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regulan el tono del muasculo liso de las vias aéreas y la respuesta inflamatoria e inmune
“% En humanos, NOSIII es expresada en el epitelio bronquial y en células tipo 11 del
epitelio alveolar, en la membrana basal de los microtibulos ciliares, ademas, su
presencia en el pulmon, se relaciona con el crecimiento del pulmén y la angiogénesis,
que ocurren durante el periodo fetal. NOSI se localiza en los nervios de las vias
respiratorias de humanos y animales, estas fibras nerviosas estdn presentes en el
mausculo liso de las vias respiratorias donde el NO es el mayor mediador de la relajacion
neural del musculo liso. Mientras que, la presencia de NOSII se ha reportado en células
del epitelio alveolar tipo Il, fibroblastos del pulmon, células del masculo liso, células

endoteliales, neutréfilos y condrocitos 4.

Los macrdfagos aprovechan las propiedades del NO, para controlar las infecciones y
eliminar células tumorales “®. Los macréfagos son células con la capacidad de
metabolizar la L-arginina mediante dos vias: 1) la via de la arginasa (via alterna), en
donde un guanalil nitrégeno es incorporado en la urea produciendo L-ornitina; y 2) la
via de la NOS (via clasica), la cual es el resultado de la oxidacion de un guanalil
nitrégeno a NO, produciendo radicales nitrito (NO,), nitrato (NOs) y citrulina que son

productos més estables (Figura 2) ©.

NOS ,
[-Arginina ————# NO

\:
- 4
l/ L-Citrulina

Arginasa

i Urea

L-Ornitina

Figura 2. Metabolismo de L-arginina en macréfagos ©
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Los neutréfilos también usan la L-arginina como sustrato para la produccion de especies
reactivas de nitrégeno, como el NO. Sin embargo, aunque en menor cantidad que los
macrdéfagos estimula los mismos activadores y es procesado en vias separadas e
independientes ©. Debido al caracter inestable del NO, y al igual que los radicales libres
del oxigeno, éste interacciona avidamente con grupos quimicos presentes en muchas
moléculas causando en ellas alteraciones estructurales y funcionales, ademéas de
rompimientos moleculares ©%. La interaccion del NO con el O,” da origen al
peroxinitrito (ONOO), agente que se descompone en radical nitroso y OH, siendo este
Gltimo mas potente “?. EI NO es altamente lipolitico y tiene la capacidad de atravesar
rapidamente las membranas celulares, esta propiedad permite al NO afectar a otras
células sin necesidad de receptores en la superficie “. La vida media del NO es muy
corta (1-9 segundos promedio) ya que tiene una alta reactividad con la hemoglobina y
con otros componentes biolégicos * 4344 Al ser producido por los macréfagos, el NO
rapidamente entra en los microorganismos y células tumorales, ejerciendo efectos
citostaticos y citotdxicos al incrementar la sintesis de GMP-ciclico e inhibiendo el
transporte de electrones mitocondriales y la replicacion de ADN ©,

La produccion de NO en macrdfagos contribuye a la actividad bactericida celular de
rumiantes y humanos, sin embargo, se ha informado que los macréfagos porcinos no
producen grandes cantidades de NO “”. Ahora es bien reconocido el hecho de que el
NO es el principal agente responsable de la destruccion de microorganismos de vida

intracelular (Leishmania, M. tuberculosis, Brucella abortus, etc.) ©.
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1.11 Evaluacién de la funcién fagocitica

Las anormalidades en la funcion de las células fagociticas pueden estar relacionadas con
defectos en la adherencia, locomocion, deformabilidad, reconocimiento de particulas,
adhesion, ingestion, formacion de fagosomas, desgranulacion, capacidad para matar

@0 Estas anormalidades

microorganismos 0 eliminacion del material ingerido
ocasionan diferentes patologias en humanos como: enfermedad granulomatosa cronica
(EGC) ligada al sexo, deficiencia en la glutation peroxidasa, deficiencia de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa o el sindrome de Chediak Higashi % 3. La determinacién de la
funcion de las células fagociticas se realiza mediante pruebas como la reduccion del
nitroazul de tetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés) y la emision de
quimioluminescencia ®* **. Ademas la funcién fagocitica puede ser evaluada a través
de 3 indices: 1) el indice fagocitico, el cual puede medir el porcentaje de células
fagociticas activas ante una particula, 2) la capacidad fagocitica, que mide la capacidad
de la célula fagocitica para ingerir un antigeno, y 3) la capacidad reductiva u oxidativa
“8) Este Gltimo indice es el fundamento de la prueba de reduccién de NBT utilizada en
humanos como prueba de confirmacién de la EGC ©® “9, Durante ésta prueba se
observa un incremento en la capacidad de la célula fagocitica para reducir el colorante
(NBT), lo cual ocurre cuando, compitiendo con el oxigeno, es reducido por el sistema
NADPH-oxidasa hasta su estado formazan, un producto insoluble de color azul ©* 40,
Esta reduccion del NBT también ocurre por el efecto directo del O,~ . En la prueba
de NBT, las células se incuban con dicho colorante, se estimulan con éster forbélico
(PMA) o con particulas ingeribles y se examinan al microscopio para buscar la

presencia de formazan dentro de las células ©°. Las células normales son capaces de

reducir al NBT, pero las células de pacientes con EGC no son capaces o lo hacen
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limitadamente (0-10% de las células) por mecanismos diferentes a la produccion de O,~

(30, 40)

El ensayo de quimioluminescencia (QL) también es util para medir la respuesta
oxidativa de los fagocitos ante una variedad de estimulos solubles y particulados. En los
ensayos de QL se usa un quimioluminémetro o un contador de centelleo con opcion
para QL ®%. Esta técnica se basa en el hecho de que durante la fagocitosis las células
producen radicales libres de oxigeno (ROIs) que a su vez reaccionan con sustratos
oxidables presentes en los microorganismos incluyendo lipidos, proteinas, carbohidratos
y &cidos nucleicos, produciendo intermediarios inestables que liberan energia luminica

al regresar a su estado basal .

1.12 Inmunodeficiencia e inmunosupresion

El estrés, una infeccion preexistente, toxicos que afecten el sistema inmune o bien
factores nutricionales, provocan en el animal una inmunosupresion, haciendo que los
mecanismos de defensa no funcionen de una manera adecuada ©Y. Ademas, las
respuestas inmunes pueden desarrollarse con lentitud o en forma inadecuada, lo que
puede dar como resultado una enfermedad clinica debido a un agente infeccioso que

normalmente serfa controlado por un sistema inmune no alterado V.

Existen dos tipos de inmudeficiencias que pueden aumentan la susceptibilidad de los
animales a las infecciones: la inmunodeficiencia primaria y secundaria. La
inmunodeficiencia primaria se define como un trastorno del sistema inmune con una

base genética comprobada o sospechada ©V. En cambio una inmunodeficiencia
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secundaria es un trastorno en el que el animal es genéticamente capaz de una funcion
inmune normal, pero algun factor secundario esta alterando la resistencia a la
enfermedad ©®Y. Roth, menciona que en la especie porcina no se tienen datos sobre la
presencia de alguna inmunodeficiencia primaria. Una posible explicacion para esta
aparente inexistencia, es el hecho de que cerdos y verracos que producen camadas poco

vigorosas, son eliminados del pie de cria V.

Las células fagociticas de mamiferos al nacimiento son funcionales, sin embargo, se
encuentran en menor numero y presentan una baja actividad enzimatica y quimiotactica
comparada con las de animales adultos. Ademas, de tener una habilidad limitada para
activar al sistema inmune adaptativo “9 En el cerdo existe, al momento del nacimiento,
una inmunodeficiencia transitoria, provocada por el tipo de placentacion (epitelio corial
especializado) que impide el paso de anticuerpos de la madre al lechén %, pudiendo
generar una susceptibilidad a los agentes patdgenos, lo cual se traduce en un alto indice
de morbilidad y mortalidad. Por lo anterior la cantidad y calidad del calostro que se
consuma en las primeras horas de vida (4 a 36 horas posnacimiento) es importante ©%.
Asi también, el cerdo s6lo es capaz de montar una respuesta inmune eficaz hasta el dia
28-30 de edad ®. Empero, su madurez inmunoldgica la alcanza hasta la 6% u 8% semana
de vida ‘%, lo cual representa un alto costo energético para el animal, ya que se aumenta

el catabolismo proteico, se disminuye o detiene el crecimiento afectando la conversion

alimenticia @,

Zendejas (1987), informd gue en cerdos de 8 semanas de edad el porcentaje de células
fagociticas y el indice fagocitico en sangre periférica logran niveles cercanos a los

cerdos adultos, mientras que el metabolismo oxidativo lo hace desde la segunda semana
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de vida. En cerdos menores de 8 semanas el porcentaje de células aptas para fagocitar y
el indice fagocitico son bajos “®, sin embargo, en los cerdos mayores de 10 semanas de
vida la actividad fagocitica presenta una madurez completa en la sangre “®. Pero, no
todo el potencial se desarrolla a una edad temprana. Du Manoir, encontr6 en cerdos, que
la habilidad de los neutro6filos en sangre para generar el estallido respiratorio estimulado
con PMA (estimulador de la fagocitosis), fue significativamente méas bajo en cerdos de
12-38 difas que en cerdos de 103-133 dfas de edad “”. En el mismo estudio, los AM@
recolectados mediante un lavado broncoalveolar, estimulados con PMA mostraron una
baja actividad en el estallido respiratorio al compararlos con los neutrofilos de sangre
@7 lo que sugiere que los neutréfilos de cerdos jévenes tienen la misma capacidad para
migrar a los sitios de inflamacion y fagocitar agentes bacterianos que los del adulto, sin
embargo, los neutrofilos y AM@ son menos efectivos para eliminar las bacterias
ingeridas; lo cual podria explicar por qué se presentan en animales jovenes un mayor

nGmero de infecciones respiratorias “7.

El calor o frio en exceso, el hacinamiento, el reagrupamiento, el destete, la
alimentacion, el traslado, los ruidos y la sujecion son factores de estrés que a menudo se
asocian con la produccioén intensiva animal y que influyen en la funcién inmune en
varias especies @Y. Las alteraciones inducidas por el estrés sobre la funcién inmune son
mediadas por interacciones entre los sistemas neuroendocrino e inmune. El estudio de
estas interacciones multisistémicas se dirigio inicialmente a la secrecion e influencia de
los glucocorticoides, que suprimen diferentes aspectos de la funcion inmune. Sin
embargo, los cerdos son mas resistentes a los aspectos inmunosupresores de los

glucocorticoides que otras especies V.
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Al mismo tiempo, los efectos detrimentales ocasionados por el estrés inmunolégico
(anorexia, hipertermia, ruptura de proteina muscular y un incremento de sintesis de
proteina de fase aguda por el higado), hacen mas susceptible al animal a las

B En este sentido, en un estudio se observd un descenso en la

enfermedades
concentracion de todos los aminoacidos en plasma de cerdos que fueron desafiados con
células muertas de Mycobacterium tuberculosis presentes en un adyuvante en
comparacion con sus controles sanos, sugiriendo que la utilizacién de estos aminoacidos
aumenta en casos de inflamacion crénica de pulmén de cerdos ®. Una de las posibles
causas de este descenso en las concentraciones de aminoacidos en las enfermedades que
cursan con inflamacién puede ser el resultado de una baja en el consumo de alimento y

su absorcién, condiciones que normalmente son observadas durante el estrés

inmunolégico ®V.

1.13 Aparato respiratorio

El aparato respiratorio es el encargado del intercambio de gases del organismo, en
donde el oxigeno puede difundir a través de las paredes de los alvéolos para oxigenar la
sangre que circula por los capilares alveolares. Existen dos consecuencias importantes
en esta funcién de intercambio: 1) el pulmén esta expuesto a una amplia variedad de
antigenos ambientales, y 2) el pulmon debe de servir como conducto, v filtro para todo
el volumen sanguineo circulante 2. Ademés, el aparato respiratorio debe: a) eliminar
un volumen equivalente de dioxido de carbono que entra en los pulmones desde los
capilares alveolares; b) mantener la temperatura corporal y la saturacion de vapor de
agua en el interior de las vias aéreas pulmonares (para mantener la viabilidad y las

capacidades funcionales de las células y los liquidos de la superficie); y c) eliminar el
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exceso de liquidos y productos de desecho de la superficie, como particulas inhaladas y
células fagociticas y epiteliales senescentes ®?" Todas estas funciones las debe realizar
de manera continua durante toda su vida y hacerlo de manera eficaz en términos de

rendimiento y utilizacion de energia.

La superficie mucosa de las vias aéreas superiores y los pulmones son sitios comunes de
infeccion. Se estim6 que en el 2002, las infecciones respiratorias en humanos
representaron 50 millones de muertes en el mundo, 3 millones de éstas causadas por
Mycobacterium tuberculosis ®®. En la actualidad los trastornos y enfermedades
respiratorias son considerados en la industria porcina como los mas graves, por las
repercusiones econdémicas que provocan. Un monitoreo realizado en el afio 2000, sobre
la salud animal en cerdos realizado por USDA-APHIS (Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos, 2001), inform6 que del 2.6% de la mortalidad en la etapa de
lactancia; el 28.9% fue originada por enfermedades respiratorias “”. En las etapas de
engorda y finalizacion; del 2.9% de la mortalidad, el 39.1% fue consecuencia de las
enfermedades respiratorias “”, provocando el uso preventivo de antibiéticos en las
piaras porcinas en ese pais (prohibido por la Union Europea), practica que aumenta el

costo de produccion de la canal porcina a los productores y a los consumidores “59.

1.14 Caracteristicas del aparato respiratorio

El tracto respiratorio se desarrolla a partir de la parte anterior del intestino embrionario
como un 6rgano tubular con estructura arbérea ©°. El aparato respiratorio maduro
comprende la cavidad nasal, faringe, laringe, trdquea y pulmones con bronquios,
bronquiolos y alvéolos; los pulmones se encuentran en el saco pleural > °9. En Ia

mayoria de las razas de la especie porcina (p.e. Yorkshire) la nariz es corta, y en algunas
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razas asiaticas es sumamente corta ®®. La cavidad nasal consta de tres regiones:
vestibular, olfatoria y respiratoria, el epitelio de estas regiones sufre modificaciones
conforme se aleja de la nariz; asi la region vestibular de la cavidad nasal se encuentra
tapizada con un epitelio escamoso estratificado, el cual cambia hacia cilindrico
estratificado y pseudoestratificado ciliado con células caliciformes (epitelio respiratorio)
el cual esta cubierto por moco producido por las células. También la cavidad nasal esta
dividida longitudinalmente por una pared (tabique nasal), dividida por dos huesos en
forma de cornetes fraccionando a la cavidad en tres meatos (dorsal, medio y ventral). >
%) La traquea es corta y se divide hacia atras en dos bronquios principales, uno para el
pulmén izquierdo y uno para el pulmén derecho. Una derivacién especial del bronquio
principal surge de la traquea y conduce al I6bulo apical del pulmon derecho. El
bronquio principal derecho envia otra derivacion al I6bulo cardiaco derecho y otra al
I6bulo accesorio, ramificandose en el l6bulo diafragmatico. EI bronquio principal
izquierdo emite una derivacién que se divide en una rama para el l6bulo apical y una
para el lébulo cardiaco. El bronquio principal continta luego hacia atrds en lébulo
diafragmatico. Las ramas mas finas del sistema tubular son los bronquiolos

dividiéndose cada uno en conductos alveolares y alvéolos .

La laringe, trdquea y bronquios estan, al igual que la porcién respiratoria de la faringe,
tapizados con un epitelio ciliado pseudoestratificado con células caliciformes. A medida
que los bronquiolos se acercan a los alvéolos, el epitelio se vuelve escamoso. Porciones
de los bronquios (Ilamados bronguiolos respiratorios) y las paredes de los alvéolos estan
tapizadas por una capa Unica de células epiteliales muy planas (células alveolares tipo |
0 neumocitos), y por un pequefio porcentaje de células epiteliales cubicas (células

alveolares tipo Il). Las células alveolares tipo Il son las encargadas de producir
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surfactante pulmonar y sirven como células progenitoras para el reemplazo y recambio
de las células alveolares tipo I. La pared del alvéolo esta intimamente unida al plexo

capilar de la circulacién de sangre pulmonar ©®.

Los pulmones estéan divididos por fisuras profundas en siete l16bulos: el pulmén derecho
comprende los lobulos apical (craneal), cardiaco (medio), diafragmatico (caudal) y
accesorio; el pulmon izquierdo comprende los l6bulos apical, cardiaco y diafragmatico
(Figura 3) ®>%®_El I6bulo apical y cardiaco izquierdo no estan separados por una fisura,
sino por la muesca cardiaca. Los I6bulos estan subdivididos en lobulillos por tabiques

interlobulillares sélidos ©°.

Figura 3. Vista dorsal de los I6bulos pulmonares del cerdo: A) I6bulo apical derecho, B) l6bulo cardiaco
derecho, C) lébulo diafragmatico derecho, D) lébulo accesorio, E) I6bulo diafragmatico izquierdo, F)
I6bulo cardiaco izquierdo y G) l6bulo apical izquierdo ©”

1.15 Mecanismos de defensa del aparato respiratorio

El intercambio gaseoso que se realiza en el tracto respiratorio requiere una superficie
muy grande, esta es la razon por la cual el tracto respiratorio debe de contar con un
sistema de defensa potente y especializado ® %% La cavidad nasal tiene la capacidad de

eliminar las particulas grandes (> 5 um) las cuales hacen contacto con la pared
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respiratoria por la inercia del impacto que se genera en los recodos de las vias
respiratorias superiores forzando a las particulas a adherirse al moco presente en esta
zona ®8%9 Mientras que particulas pequefias (< 5 pm) son depositadas en el moco
mediante la sedimentacion influenciada por la fuerza de gravedad ®*®?. Las células del
tracto respiratorio producen moco que contiene moléculas con actividad antimicrobiana
®1) como las defensinas, que forman poros en las membranas bacterianas, evitando asf
la colonizacion. En el pulmén, la produccion de surfactante A y D (defensinas) evita la
colonizacién del epitelio pulmonar, ademas de estimular a las células fagociticas . El
moco contiene lisozima, interferdn, opsoninas, lactoferrina, factores del complemento e
inmunoglobulinas de tipo IgA secretoria e IgG principalmente, pero también se puede
encontrar IgM (particularmente en el lechén recién nacido) ©® e IgE contra vermes
pulmonares (Metastrongylus sp) y larvas migratorias de ascaris ©®. Ademas, las
cavidades faringea, laringea y traqueal estan protegidas por el moco del epitelio ©.
Solamente aquellas particulas menores a 5 um de didmetro (Cuadro 4), son capaces de
llegar hasta el alvéolo ®®°%. Las particulas atrapadas en el moco del epitelio son
manejadas por el mecanismo de depuracién mucociliar (Figura 4) ®-°> %) _a alfombra
ciliar de los bronquios y bronquiolos origina un flujo continuo de moco

(aproximadamente 4-15 mm/minuto) hacia la faringe donde luego se traga ©°.

Cuadro 4. Tamafio de particula inhalada y la porcion del aparato respiratorio de los animales domésticos
en la que se impacta ©°.

Tamario de particula inhalada Porcién del aparato respiratorio
50 - 20 um Cavidad nasal
20 -10 pm Traquea, bronquios primarios
10-2 pum Bronquios, bronquiolos
2-0.3um Conductos alveolares, alvéolos

<0.3um Permanecen suspendidos como aerosoles
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Célula epitelial Movimiento
ciliada ciliar

Figura 4. Aparato mucociliar. Se pueden apreciar las células epiteliales ciliadas encargadas de eliminar a
las particulas atrapadas en el moco rico en lisozima, interferén, opsoninas, lactoferrina, factores del
complemento e inmunoglobulinas ©2.

Las células encargadas de neutralizar el material extrafio que ha podido escapar al
mecanismo de defensa mucociliar, son los AM@ ®. Estas células se localizan en el
espacio intersticial de los bronquios y alvéolos y en el espacio alveolar ©®, funcionando
como centinelas, capturando y eliminando rapidamente a las particulas extrafias ©2.
Después de ingerir las particulas, los AM@ abandonan el alvéolo por la accién del
aparato mucociliar donde posteriormente seran deglutidos junto con el moco, o bien,
emigran fuera del alveolo pasando entre las células del epitelio alveolar para ser
llevados a los tejidos linfoides asociados a los bronquios (BALT, por sus siglas en
inglés) 59, EI AM@ por lo tanto es considerado el principal regulador y modulador de
la respuesta inmune pulmonar e inflamatoria, a través de la produccion de NO
(observado en ratones), prostaglandinas (PGE2) o citocinas * %9, En estado normal
pocos PMN pueden observarse en el pulmon, caso contrario en los procesos infecciosos,
en donde los PMN se trasladan al espacio alveolar para ayudar a los AM@ en la
actividad fagocitica ®* 9. En cerdos sanos la proporcién normal de elementos celulares
en el moco broncoalveolar es 70-80% de AM®@, 11-18% de linfocitos, 8-12% de
neutréfilos y hasta 5% de granulocitos eosinofilicos *®. Ademas, el sistema fagocitico

celular comprende los macrofagos intravasculares, que en el cerdo son particularmente

numerosos en el pulmén G4 %> 8 %) posteriormente se activa una respuesta inmune
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compleja, con produccion de inmunoglobulinas especificas a traves de ceélulas
plasmaticas derivadas de los linfocitos B bajo la direccion de linfocitos T ©. Sin
embargo, un estudio ha demostrado que los neutrdfilos y AM@ de cerdos jovenes
poseen una baja respuesta oxidativa en comparacion a las mismas células de animales
adultos, lo que explicaria la susceptibilidad que tienen los primeros a las neumonias
bacterianas “”. En este sentido, se ha observado que los AM@ de 1 dia de edad
presentan una quimioluminiscencia reducida (una medida de los mecanismos oxidativos
de destruccion celular) comparada con la de AM@ de cerdos adultos, sin embargo, a los
7 dias de edad estas células alcanzan los niveles de actividad de un adulto ©®?. Ademas,
los cerdos neonatos tienen nimeros bajos de macréfagos intravasculares pulmonares
que aumentan 14 veces a los 30 dias de edad. Debido a que los fagocitos dependen del
complemento y/o anticuerpos para opsonizar muchos agentes infecciosos; la eficacia
global de la fagocitosis puede reducirse debido a un nivel inadecuado de estos

componentes en cerdos jovenes Y.

En el aparato respiratorio algunas citocinas producidas por los linfocitos juegan un
papel activo en la regulacion de la respuesta inflamatoria e inmune. Citocinas como IL-
4, 1L-10 y TGF-B (factor de crecimiento transformante ) son necesarias para evitar un
dafio al huésped a consecuencia de una excesiva respuesta inmune © %9, Asi, la I1L-10
inhibe la produccion de citocinas por parte del macrofago, y su deficiencia se asocia con
un incremento en el dafio tisular en el pulmdn, aunque se necesita mas investigacion al
respecto . De la misma forma se tiene informacion sobre la presencia de la NOS en el
aparato respiratorio, actuando en diferentes mecanismos fisiolégicos (regulando el tono

del mésculo liso y en las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas). “.
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1.16 Factores predisponentes a las infecciones respiratorias

Los pulmones y las superficies mucosas de las vias aéreas son sitios comunes de
infeccion ©”, pudiendo ser resultado de varios factores (anatémicos, infecciosos,
ambientales y de manejo) ®®. Ademas, la presencia de algunas patologias es sugerente
de que los mecanismos de defensa del pulmén no son tan efectivos en todos los 16bulos
ya que es frecuente observar lesiones que sugieren una mayor susceptibilidad en cada
uno de los diferentes I6bulos pulmonares ®®. La enfermedad clinicamente importante
rara vez es el resultado de una infeccion con un so6lo patégeno, y casi siempre varios
patégenos estan implicados ©®*. Uno acttia como el agente clave (virus o micoplasmas),
el “que abre la puerta” para los invasores secundarios (generalmente bacterias),
disminuyendo los mecanismos de defensa locales y a veces también los sistemicos del
hospedador ©* %) El tracto respiratorio cuenta normalmente con gran cantidad de
microorganismos considerados como flora comensal, la cual tiene un efecto favorable
para el hospedador, ya que supera en cantidad y compite por un lugar con los agentes
infecciosos ® 9. Sin embargo, no existe una divisi6n entre microorganismos
comensales y potencialmente patdgenos. Entre los microorganismos que se pueden

encontrar en el tracto respiratorio superior y el arbol bronquial en cerdos sanos se

encuentran: Mycoplasma flocculare, M. hyorhinis y Haemophilus parasuis. ©®.

Anatomicamente, los pulmones del cerdo y el bovino tienen particularidades
morfoldgicas y funcionales por las cuales tienden a presentar enfermedades con mayor
frecuencia ©®?. En estas especies, los I6bulos pulmonares se subdividen en lébulos
secundarios 6 lobulillos por tabiques interlobulillares solidos (tejido conjuntivo),

evitando la ventilacién colateral (es decir, el movimiento de aire entre lébulos
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adyacentes), la cual suele producirse de forma generalizada en otras especies © 9.
Estas divisiones provocan la pérdida funcional inmediata de todos los lobulillos que
tienen obstruida su salida, lo cual es Gtil para la limitacion de los procesos infecciosos

pero tienden a la formacion de enfisemas intersticiales y de atelectasis ©>>% ).

A nivel celular, el neumocito tipo | no cuenta con los mecanismos para hacer frente a
una agresion 9. Este tipo celular cubre grandes capas de la pared alveolar y actta en la
difusién de oxigeno en el pulmén > 7 sin embargo, es extremadamente vulnerable a
las agresiones y tiene una escasa capacidad reparativa y ninguna regenerativa; caso
contrario al neumocito tipo Il /9. La defensa del alveolo ante las particulas pequefias,
por lo tanto, depende de la fagocitosis realizada por los AM@, para posteriormente ser
inactivadas o secuestradas, en base a su naturaleza fisica e irritante, moviéndose los
AM® hacia los bronquios y de ahf al aparato mucociliar - %% %279 sin embargo, existe
la tendencia de suponer que el comportamiento de los AM@ es el mismo en todas las
especies, pero se observo en un estudio que al evaluar la fagocitosis y la eliminacion de
microorganismos por estas células en humanos, conejos, hamsters y ratas, existen
diferencias en la habilidad de reconocimiento, ingestion y eliminacion de bacterias, a

pesar, de ser un tipo celular especifico V.

Hasta el momento, se han mencionado dos posibles rutas mediante las cuales los
microorganismos penetran al pulmoén: 1) a través de los bronquios (ruta bronquial), lo
que implica que la mayoria de las particulas infecciosas al ser inhaladas, se quedan en el
arbol bronquial, y 2) a través del torrente sanguineo (ruta hematdgena), cuando los
patégenos producen una condicién temporal de septicemia, lo cual ocurre en algunas

infecciones virales o bacterianas ©®. La distribucion craneoventral caracteristica de las
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bronconeumonias infecciosas afecta principalmente a los I6bulos apicales, sin conocerse
aun todas las causas de esta afectacion, sin embargo, se han postulado las siguientes: 1)
en esta region existe un mayor deposito de particulas debido a la ramificacién mas corta
y més abrupta de las vias aéreas; 2) el epitelio en esta region no esta protegido por la
capa mucosa de las vias superiores, ni por el sistema fagocitico alveolar; 3) los
materiales celulares (mayoritariamente macrofagos) y no celulares eliminados deben
pasar a través de la luz estrecha de su bronquiolo formando un “cuello de botella” facil
de obstruir, especialmente si existe una escasa ventilacion pulmonar lo que concentra
los materiales expulsados en esta region y 4) mecanismos de defensa inadecuados y una

a. "% 7 La neumonia intersticial se diferencia de la

perfusion vascular disminuid
bronconeumonia por la falta de orientacion evidente de las lesiones alrededor de las vias
aéreas menores. Macroscopicamente las lesiones se distribuyen por todo el pulmon, a
menudo con una mayor afectacion de las regiones dorsocaudales involucrando a los
I6bulos diafragmaticos, sin embargo, no hay informacion que explique por qué las

neumonias intersticiales de origen hematogeno o aerdgeno tienden a ser mas severas en

estas regiones %,

En un estudio realizado por McGorum ® no encontré diferencias regionales
significativas de las células pulmonares obtenidas por lavado bronqueoalveolar de
diferentes I6bulos en caballos sanos y con enfermedad obstructiva pulmonar crénica
(COPD, por sus siglas en inglés), empero, observd diferencias en el nimero de células
del sistema inmune (neutrofilos, macréfagos, linfocitos, eosindfilos, etc.) entre 16bulos.
Contrariamente, Pringle ™, encontrd diferencias significativas (P <0.05) en células de
lavado bronqueoalveolar de los lébulos apicales y diafragmaticos de becerros Holstein

normales de 2 y 4 semanas de vida. El grupo de 4 semanas de edad mostré un bajo
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porcentaje de AM@ y un alto nimero de células epiteliales con respecto al grupo de 2
semanas de vida. Los resultados de la citologia hecha en este estudio revelaron
diferencias celulares (macréfagos, neutrofilos, linfocitos y células epiteliales) entre los
I6bulos apicales y diafragméticos de los becerros de 2 y 4 semanas de vida . Estos
resultados pueden indicar una posible heterogeneidad celular existente en el pulmon de
los animales, y por lo tanto al existir diferencias entre las células de los l6bulos podria
existir una predisposicion a las enfermedades. Sin embargo, al momento de escribir esta
tesis, no se han encontrado mas trabajos sobre las diferencias celulares en el pulmon del

cerdo o la evaluacion de la inmunidad innata en esta especie.

Mediante la inhalacion del aire contaminado con polvo, gotas de espiracion y aerosoles
los animales pueden infectarse, ya que funcionan como vehiculos de difusion para los
microorganismos patogenos. El polvo (alimento, excremento, cama y otras particulas)
es atrapado en la nariz y la faringe, teniendo un efecto irritante > ™. Las gotas de
espiracion son expelidas constantemente de forma normal por la boca y la nariz, o bien,
pueden ser proyectadas por el estornudo y la tos, existiendo un contagio de manera
directa de nariz a nariz . Los aerosoles se forman por la deshidratacion de las gotas
expelidas por estornudos o la tos, pudiendo permanecer suspendidos durante periodos
largos de tiempo, ademas, se desplazan a grandes distancias. Al ser aspirados por el

animal, se rehidratan pudiendo llegar directamente hasta el alvéolo del pulmén ©* ™.

El clima juega un papel importante en las enfermedades respiratorias. Una alta
frecuencia de cambio de aire causa a menudo corrientes localizadas y enfriamiento de
los animales. Las corrientes de aire frias y las diferencias de temperatura grandes

representan un estrés para los mecanismos inmunes, aumentando la susceptibilidad a las
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enfermedades ®®. La calidad del aire también puede ser un factor predisponente a las
enfermedades respiratorias. El amoniaco en concentraciones mayores a 50 ppm, reduce
los mecanismos de eliminacién mucociliar de bacterias del pulmén ©> 7). Ademés, los

®9 informa

trastornos digestivos reducen la resistencia a las neumonias. Christensen
sobre una prevalencia alta de lesiones respiratorias en el momento de la matanza en
cerdos con enteritis previa. Examenes realizados a cerdos de matanza indicaron que la
prevalencia de neumonia y pleuritis en machos castrados es 10% mas alta que en
hembras ®®. El sexo también puede tener efecto sobre las infecciones pulmonares. En
los Paises Bajos, las lesiones de los pulmones, pleura y pericardio son méas prevalentes
en machos castrados que en hembras. Pudiendo ser la castracion la responsable de estas
diferencias por estrés y cambios hormonales ®). Los trastornos respiratorios también
pueden ser influenciados por la herencia. Observaciones clinicas en una piara de cerdos
puros revelaron un nivel mucho méas bajo de enfermedades respiratorias en cerdos
Hampshire que en Yorkshire ®®. Lundeheim y Tafvelin (1986) informaron que las
cruzas de Hampshire tenian una incidencia significativamente mas baja de neumonia y
pleuritis que las cruzas de Landrace y Yorkshire ©°.

™) Las

El estrés en los animales debilita los mecanismos de defensa del pulmon.
sefiales neuroendocrinas capaces de alterar directamente la funcion de las células del
sistema inmune incluyen:1) la inervacion simpatica directa del parénquima de timo,
bazo y médula 6sea; 2) los glucocorticoides producidos por la corteza suprarrenal por el
estimulo de la hormona adrenocorticotropica hipofisiaria (ACTH); 3) las catecolaminas
producidas por la médula suprarrenal; 4) los opiaceos enddgenos (endorfinas y

encefalinas) producidas por la médula hipofisiaria, suprarrenal, terminales simpaticas y

linfocitos; 5) el péptido vasoactivo intestinal liberado por las neuronas simpaticas del
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intestino y quizas en otros sitios y 6) la sustancia P liberada por las terminaciones de los

nervios simpaticos (Breazile 1987; Donn 1988; Kelley 1988) Y.

La habilidad del aparato respiratorio para regresar a la normalidad dependerd de la
causa, duracion y del éxito que haya tenido la respuesta inflamatoria e inmune en el
huésped . Si la respuesta inflamatoria e inmune tuvo éxito al eliminar a los
patogenos, los tejidos del pulmoén podran regresar a la normalidad répidamente, sin
embargo si los patdgenos no pudieron ser eficazmente eliminados o la respuesta a la
inflamacion es inapropiada, tal como ocurre en algunos tipos de reaccion alérgica, el

proceso inflamatorio persiste provocandole un dafio al huésped ©®

1.17 Repercusiones econdmicas de las enfermedades respiratorias

Los costos econdmicos ocasionados por una infeccion respiratoria se elevan debido a la
utilizacién de farmacos, vacunas, instalaciones especiales para los animales enfermos,
servicios veterinarios y diagnéstico de laboratorio ®®. Ademas y mas importantemente
se reducen los parametros productivos, aumentando los dias en que los animales son
enviados al mercado > ™ ™ Actualmente, se puede determinar mediante el uso de
férmulas las repercusiones econdmicas de las infecciones respiratorias. En el caso de las
neumonias se obtiene la disminucién en la ganancia diaria de peso, mediante la
observacion de las lesiones en el pulmén (Cuadro 5). En el caso de la pleuritis, por cada
1% del grupo de animales afectados se puede sumar 1.2 dias mas para su salida al

mercado .
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Cuadro 5. Relacién entre el porcentaje del pulmén afectado y la disminucion de la ganancia de peso .

Porcentaje de pulmdn afectado Disminucién de la GDP (%)

0al0 0
10a 20 5
20a30 10

> 30 20

Straw y colaboradores (1989) ®, concluyeron que la neumonia micoplésmica puede
causar una disminucion del 17% en la ganancia diaria de peso y un 14% de la reduccion
en la conversion alimenticia . Ademas, mencionan que por cada 10% del pulmén con
lesiones neumdnicas, la ganancia diaria de peso se reduce aproximadamente 37 g ©°.
Similarmente, Christensen y Mousing (1994) informaron que cerdos con
bronconeumonia complicada redujeron su ganancia diaria de peso en 38 g, mientras que
cerdos con bronconeumonia no complicada solo la disminuyeron en 6 g ®®. También, la
pleuroneumonia, puede llegar a causar una mengua del 34% en la ganancia diaria de
peso y una disminucién del 26% en la conversion alimenticia ®. En muchas piaras, las

pleuritis crdnicas fueron responsables de producir un retraso de 7-12 dias para que los

animales pudieran alcanzar su peso a mercado ©°.
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2. Justificacion

En la actualidad hay muchos trabajos sobre la inmunidad en mucosas a nivel intestinal,
En contraste, poco se conoce sobre la inmunidad del aparato respiratorio del cerdo, y los
mecanismos utilizados por los agentes patdgenos para evadir los mecanismos de
defensa y colonizar selectivamente diferentes I6bulos pulmonares. Este cuadro es mas
grave en el cerdo joven, que a diferencia del cerdo adulto, su sistema inmune innato no
es tan efectivo al fagocitar o al eliminar a los agentes patdgenos. Diversos estudios
indican que la administracién de arginina puede estimular a las células inmunes de
diferentes tejidos. Por lo tanto en este estudio, se evalud el efecto inmunoestimulador
que tiene este aminoacido sobre las células fagociticas del pulmén en el cerdo joven
sano al administrar el 1% de L-arginina en base al consumo diario de alimento por via
oral usando agua como vehiculo; lo cual podria incrementar la resistencia e inmunidad
del aparato respiratorio, reduciendo las infecciones y la afectacion en el crecimiento del

cerdo.
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3. Hipotesis

La inclusion de L-arginina, en la dieta del cerdo joven, estimulara el indice fagocitico,
la capacidad fagocitica y el indice reductivo en las células del sistema inmune pulmonar

del cerdo joven.

4. Objetivos

Estandarizar la prueba de fagocitosis en las células inmunes sistémicas (SAN) y locales
(TP, parénquima pulmonar y LB) del cerdo joven para la evaluacion del indice

fagocitico, la capacidad fagocitica y el indice reductivo.

Determinar posibles diferencias en el indice fagocitico, la capacidad fagocitica y el
indice reductivo entre las células fagociticas de la inmunidad sistémica (SAN) y local

(TP, parénquima pulmonar y LB) del cerdo joven sano.

Evaluar el efecto de la administracion oral del 1% de L-arginina sobre el indice
fagocitico, la capacidad fagocitica y el indice reductivo de las células fagociticas de la
inmunidad sistémica (SAN) y local (TP, parénquima pulmonar y LB) del cerdo joven

Sano.
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5. Material y métodos

5.1 Localizacion

El presente estudio se realiz6 conjuntamente en las instalaciones del area de nutricion
pertenecientes al Departamento de Produccién Animal: Cerdos, de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autdnoma de
México. Ubicadas en Ciudad Universitaria, Av. Universidad No 3000. Delegacion
Coyoacén. C.P. 04510. Meéxico, D. F., y en el laboratorio 5 del Departamento de
Infectobmica y Patogénesis Molecular del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional. Ubicado en Avenida

Politécnico Nacional No 2508. Col. San Pedro Zacatenco. C.P. 07360. México, D. F.

5.2 Animales

Se utilizaron 10 cerdos de 21 * 2 dias de edad, recién destetados, provenientes de una
granja especializada en la produccion de animales para abasto, ubicada en el municipio
de Texcoco, Estado de México. Los animales recibieron el manejo rutinario realizado en
la granja de origen, el cual consiste en la castracién y descolado, asi como la aplicacion
de hierro dextran a los 3 dias de nacidos. A su arribo a las instalaciones de la FMVZ, los
cerdos fueron asignados al azar a uno de dos corrales (n=5 cerdos/corral) en los cuales

se alojaron hasta el final del experimento.
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5.3 Instalaciones

Previo al arribo de los animales los corrales fueron lavados, desinfectados y
acondicionados. Un dia antes de su llegada se encendieron las fuentes de calor para
mantener una temperatura ambiental de 30° C + 2° C. Los corrales en las instalaciones
de la FMVZ cuentan con piso y paredes de cemento y una lechonera de madera
equipada con un foco de 100 watts; y un tapete téermico como fuente de calor. El
alimento fue proporcionado a través de un comedero de plastico tipo tolva (Rotecna,
Espafia), con capacidad para 5 bocas. Ademas, los corrales contaron con dos bebederos,
uno de plastico automatico con un chupdn especial, para cerdos pequefios, y otro fijo a
la pared a una altura de 39 cm del piso, lo que permite el libre acceso al agua de
animales de diversas tallas. La ventilacion fue regulada mediante dos extractores y dos
inyectores de aire, localizados hacia la parte superior de las paredes de las instalaciones.
La temperatura estuvo monitoreada mediante termdmetros de temperaturas de maximas

y minimas ubicados a la altura del lomo de los animales.

5.4 Tratamientos

A la llegada de los animales se les proporcion6 50 g promedio de alimento comercial
por animal, y se les ofrecié agua ad libitum. Los animales tuvieron un periodo de
adaptacion de 4 dias a las instalaciones y dieta. El tratamiento consistio en la
administracion del 0% (Grupo control) y 1% (Grupo experimental) de L-arginina
cristalina (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd Tokio, Japon). El porcentaje de inclusion fue
calculado con base al consumo diario de alimento de los cerdos del corral, (el cual fue

calculado, restando el alimento remanente en la mafiana, de la cantidad ofrecida el dia
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anterior), posteriormente, el consumo diario de alimento se dividi6 entre los 5 animales
del corral experimental, obteniendo la cantidad individual de arginina. Dependiendo de
la cantidad de arginina se uso como vehiculo agua para tratar de diluirla en su totalidad
y se administr6 diariamente por via oral con la ayuda de una jeringa desde el dia 5 de la
llegada de los animales a las instalaciones. A los animales del grupo control, se les
sometio al mismo manejo que los animales tratados, administrandoles por via oral la
misma cantidad agua que se le administr6 al grupo con tratamiento. La duracion de la

administracion del tratamiento fue de 30 dias.

5.5 Muestras a utilizar para el experimento

Una vez finalizado el periodo experimental (30 dias) se obtuvieron un total de 7
muestras por animal de cada grupo, a las cuales se les realizd la prueba de fagocitosis.
Las muestras consistieron en células de sangre, tonsila palatina, parénquima pulmonar
de: I6bulo apical derecho, I6bulo apical izquierdo, 16bulo diafragmatico derecho, l6bulo

diafragmatico izquierdo y lavado bronquial.

5.6 Variables

Las variables a medir fueron: 1) El indice fagocitico (nimero de células que estan
fagocitando del total de células fagociticas de la suspension). 2) La capacidad fagocitica
(nimero de levaduras opsonizadas administradas en la suspension que estan siendo

fagocitadas por célula fagocitica), y 3) El efecto reductivo intracelular (nimero de
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levaduras fagocitadas que redujeron el NBT administrado en la suspension del total de

levaduras fagocitadas), de acuerdo a las siguientes formulas:

indice fagocitico= N° de células fagociticas (100)
N° de células totales

Capacidad fagocitica= N° de levaduras fagocitadas
N° de células fagociticas

Efecto reductivo= N° de levaduras con presencia de NBT reducido
N° de levaduras fagocitadas

5.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados con un modelo de anélisis de varianza
unilateral (ANOVA) " mediante la utilizacién del programa computacional Graph
Pad Prism, version 3.00 (Avid metasync, USA). Primero se realiz6 una comparacion
entre las células de los tejidos del grupo control (sangre, tonsila palatina, l6bulos
apicales y diafragmaticos derechos e izquierdos y lavado bronquial) en cada uno de los
indices a evaluar (indice fagocitico, capacidad fagocitica e indice reductivo);
posteriormente se compararon los tratamientos que recibieron los animales (0% y 1% de
inclusion de L-arginina), utilizando sélo a su contraparte (p.e. SAN 0%-SAN 1%) para
cada uno de los indices antes mencionados. EI modelo estadistico empleado para este
experimento fue el siguiente:

Yij = H+ T+ Ejj
Donde:
y= Variable respuesta (indice fagocitico, capacidad fagocitica y efecto reductivo).

p= Media general.
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T= Tejidos (SAN, TP, LAD, LAI, LDD, LDI, LB)
Tratamiento (1% de inclusion de L-arginina y grupo control).

E;;= Error aleatorio ~ N (0, %)

5.8 Obtencion de células de sangre (Figura 5)

La técnica empleada fue modificada de la publicada anteriormente por Vega '®. La
sangre (15 ml aproximadamente) con anticoagulante (heparina), fue depositada en un
tubo de polipropileno de 50 ml y se le agregd el mismo volumen de gelatina al 1% (100
ml PBS + 1g de gelatina de piel de porcino Sigma tipo A), se resuspendid y dejo
incubar a 37° C durante 20-30 minutos para sedimentar los eritrocitos. El plasma rico en
leucocitos se recuperd y se centrifugd a 900 x g, a 20° C durante 7 minutos. Una vez
que se obtuvo la pastilla con las células, se decantd la muestra y fue resuspendida con
solucion salina fisiologica (SSF) (10-15 ml aproximadamente). Se realizaron dos
lavados con SSF y entre cada lavado se centrifug6 la muestra a 900 x g, a 20° C durante
7 minutos. Al término del segundo lavado, el sedimento (pastilla), se decanto y se le
agregaron 5-10 ml de solucion de lisis para eritrocitos (0.8 g NH4Cl + 1 ml KHCO;
+0.1 ml NaEDTA en 100 ml agua bidestilada), dependiendo el tamafio de la pastilla,
resuspendiendo y dejandolo actuar durante 5 minutos. Concluido este tiempo se le
adicion6 20 ml de SSF y se resuspendio la muestra, la cual fue centrifugada a 700 x g, a
20° C durante 7 minutos. Una vez centrifugada, la muestra fue decantada, se adicion6
SSF y se centrifugd nuevamente a 700 x g, a 20° C durante 7 minutos; al finalizar la
muestra fue decantada y se le agregd 1 ml de medio de cultivo celular (RPMI) completo
(RPMI-1640 medium + glutamina 200 mM+ penicilina/estreptomicina 10 k Ul+

piruvato 100mM + HEPES 10mM + 10 % de suero fetal bovino), realizando un conteo
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en camara de Neubauer con liquido de Turk y ajustando el nimero a 5x10° células/ml.
Durante todo su procesamiento la muestra permanecio en hielo para evitar la muerte

celular.

5.9 Obtencion de células de tonsila palatina, parénquima pulmonar y lavado

bronquial (Figura 6)

Al finalizar el periodo experimental, y una vez recolectadas las muestras sanguineas, el
cerdo fue sobredosificado con pentobarbital sédico como agente sedante (1 ml/5 kg PV/
IV). Una vez insensibilizado el animal, se realizaron incisiones en las venas femorales
para su desangrado, para proceder entonces con la extraccion de la tonsila palatina,
corazon y pulmones, teniendo cuidado de no contaminarlos con sangre. Todos los
organos y tejidos se conservaron en hielo y se trabajaron en el menor tiempo posible
para evitar la muerte celular. La traquea y las venas que se encontraban expuestas se
ligaron para evitar la entrada de algun liquido extrafio. En el corazén se realizd una
incision en la auricula izquierda y se retird el excedente de sangre de la auricula que
pudiera contaminar la muestra con aproximadamente 200 ml de SSF a través de la vena
pulmonar hasta que se observé la salida de SSF clara de la auricula. En el pulmén se
realiz6 un lavado bronquial total, perfundiendo desde la traquea 40 ml de SSF e
introduciendo y retirando el liquido obtenido 2-3 veces. El liquido obtenido de dicho
lavado fue depositado en un tubo de plastico (polipropileno) de 50 ml y se mantuvo en
hielo para su transportacion al laboratorio. Posterior a los lavados, se tomaron los
pulmones derecho e izquierdo por separado y se les retird la mayor cantidad del arbol
bronquial, previa separacion de los I6bulos apicales y diafragmaticos. Se tomaron 10

gramos de cada tejido (tonsila palatina y parénquima pulmonar) y se cortaron lo mas
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finamente posible en cajas de Petri para ayudar a la penetracion de la enzima colagenasa
(Colagenasa tipo 1V “Worthington Biochemical Corporation™), para la liberacién de las
células. Se colocaron los tejidos (tonsila palatina y I6bulos pulmonares) por separado en
tubos de 50 ml, los cuales previamente fueron adicionados con 25 ml de medio de
cultivo celular (RPMI) incompleto (sin suero fetal bovino), adicionado con 150
unidades/ml de la enzima colagenasa para su posterior incubacion a 37° C, durante 60-
90 minutos y con agitacion constante. La técnica es una modificacién hecha en el
laboratorio 5 del Departamento de Infectbmica y Patogénesis Molecular, del

CINVESTAV, de la utilizada por Holt .

Una vez que las muestras presentaron un aspecto turbio en los tubos, estas fueron
retiradas de la incubacion. Las muestras fueron filtradas en tela de organza limpia para
obtener una suspension con células en tubos de 50 ml nuevos y el excedente de tejido
atrapado en la tela de organza sin digerir se regresé al tubo original con la finalidad de
tener disponible una segunda digestion con colagenasa del tejido en el caso de que
durante la primera digestion, no se obtuvieran suficientes células. La suspension
obtenida de la primera digestion con colagenasa fue centrifugada a 300 x g durante 10
minutos a 4° C para sedimentar las células y obtener con ello una pastilla. Las muestras
se mantuvieron en hielo para evitar la muerte celular y facilitar su manejo en el
laboratorio. La pastilla obtenida de la centrifugacion anterior, se lavé con 5 ml de RPMI
incompleto para detener la accion de la enzima y se centrifugd a 80 x g durante 10
minutos a 4° C una vez centrifugada, la muestra fue decantada; para posteriormente
adicionarle de 5 a 6 ml de solucion de lisis para eritrocitos, e incubando durante 5
minutos en hielo para su posterior manejo (el volumen dependié del tamafio de la

pastilla de células). Después de los 5 minutos, la pastilla fue resuspendida con 20 ml de
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RPMI incompleto y centrifugada a 80 x g, durante 10 minutos a 4° C para sedimentar
las células blancas y eliminar el sobrenadante (solucién de lisis de eritrocitos). Las
células de lavado bronquial se centrifugaron a 80 x g durante 10 minutos a 4° C, para
asi sedimentar las células; las cuales una vez sedimentadas fueron lavadas con 10 ml

RPMI incompleto y resuspendidas para volverlas a centrifugar de manera similar.

Una vez que se obtuvieron las células de tonsila palatina, el parénquima pulmonar y el
lavado bronquial, estas se decantaron cuidadosamente y fueron resuspendidas en 5-10
ml de RPMI completo dependiendo del tamafio de la pastilla y se mantuvieron en hielo
para su posterior manejo. El conteo de las células se realiz6 en una cdmara de Neubauer
con azul de tripano (para verificar la viabilidad celular) para cada tejido ajustando el

nimero a 5x10° células/ml.

5.10 Técnica de fagocitosis (Figura 7)

Para evaluar la fagocitosis de las células obtenidas, se utilizaron laminillas multispot
microscope PH-005, con 4 pozos (Hendley-Essex, Reino Unido), manejandolos como 1
pozo control (para comprobar la adherencia de las células a la laminilla), y 3 pozos en
donde se realiz6 la evaluacion. En cada pozo se colocaron 100 pl de células de la
laminilla correspondiente a cada tejido, y se dejaron incubar a una temperatura de 37° C
durante 30 minutos en camara himeda. Una vez terminada la incubacion, a todos los
pozos (con excepcion del pozo control) se les agregd levaduras opsonizadas a razon de
2x10° en un volumen de 50 pl y 50 pl de NBT, y se dejaron incubar las laminillas 60
minutos a 37° C en camara humeda, cada 10 minutos se revisé que el NBT no

precipitara, ya que en caso contrario la laminilla fue retirada inmediatamente de la
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incubacion. Una vez terminada la incubacion se hicieron 2 lavados con SSF para
eliminar las células que no se adhirieron a la laminilla, y se les agregd safranina al 0.5%
cuidando de que quedara cubierto todo el pozo y no se secara durante 10 minutos. Una
vez que este tiempo se cumplio, se lavaron las laminillas con agua corriente por el lado
contrario de los pozos, se dejaron secar y se montaron con resina para su observacion al
microscopio. La técnica es una modificacion hecha en el laboratorio 5 del Departamento
de Infectdmica y Patogénesis Molecular, del CINVESTAV, de la utilizada por Zendejas

“8) y por Garcia ©°.

Posteriormente, se realizd el conteo de 250 células en los 3 pozos utilizando el
programa computacional “Image pro-plus”, version 4.5.1.22 (Media Cybernetics Inc,
USA) para el analisis de las variables mencionadas (indice fagocitico, capacidad

fagocitica e indice reductivo).

5.11 Opsonizacion de levaduras para la técnica de fagocitosis

En esta técnica se disgregaron 10 g de levadura de pan en 250 ml de SSF y se centrifugd
a 30 x g durante 5 minutos para sedimentar las particulas gruesas, recolectando el
sobrenadante rico en levaduras finas. El sobrenadante resultante fue nuevamente
centrifugado; en esta ocasion a 200 x g durante 10 minutos, repitiendo esta accion en
dos ocasiones mas con SSF. El sedimento se resuspendio en 50 ml de SSF, se envasé y
esta solucion se esterilizd en autoclave a 15 libras de presion por 15 minutos.
Finalmente se tom6 una alicuota de 0.25 ml la cual se coloc6 en un tubo de ensayo y se
centrifugd a 50 x g durante 3 minutos; desechando el sobrenadante resultante y

resuspendiendo nuevamente el sedimento con 0.25 ml de suero fresco de cerdo. Esta



59

solucion fue incubada durante 30 minutos a 37° C, y posteriormente se centrifugd a 50 x
g durante 3 minutos. La pastilla que se obtuvo se lavd tres veces con solucion salina y
se centrifugd después de cada lavado; al final se resuspendié en 1 ml de SSF y se
cuantifico la suspension para ajustar finalmente a 40x10° levaduras opsonizadas/ml
(2x10° levaduras opsonizadas/50 ul). La técnica es una modificacion hecha en el
laboratorio 5 del Departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular, del

CINVESTAV, de la utilizada por Zendejas “®.
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* Durante todo el manejo de las muestras
y obtencion de células, se mantuvieron
en hielo para evitar la muerte celular

Figura 5. Metodologia para la obtencién de células de sangre. Abreviaturas: SSF (Solucién salina fisiolégica),
RPMI completo (Medio de cultivo celular con suero fetal bovino)
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* Durante todo el manejo de las muestras y
obtencion de células, se mantuvieron en
hielo para evitar la muerte celular

Figura 6. Metodologia para la obtencion de células de tonsila palatina, parénquima pulmonar y lavado bronquial.
Las flechas amarillas representan el manejo que se le dio al lavado bronquial, al no ser sometido a una digestion
enzimatica. Abreviaturas: SSF (Solucién salina fisiolégica), RPMI Inc (Medio de cultivo celular incompleto),
RPMI C (Medio de cultivo celular completo).
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Ajuste de nimero de células (7 Identificacion de laminillas (7 Aplicacion de
muestras totales/cerdo) 5x10%/ml laminillas/cerdo): 1 pozo control 0.5x10°élulas/100 pl/pozo
y 3 prueba

Incubacion en camara himeda Aplicacion de 2x10° Incubacion en camara
37° C, 60’ (revisar ©%/10") levaduras/50 pl + NBT 50 pl himeda 37° C, 30
en los 3 pozos de prueba

Sumergir 2 veces en SSF para Tefir con safranina 0.5%, 10’ Lavar con agua por el lado contrario, dejar

eliminar células que no se hayan secar y montar con resina para su
fijado observacion al microscopio

Capturar 100 imagenes (pozo) con
objetivo de 40x

Realizar el conteo de 250 células y

aplicar las variables mencionadas

Figura 7. Técnica de fagocitosis en células porcinas. La imagen corresponde a células provenientes de lavado
bronquial de un animal del grupo con tratamiento (1% de arginina) de 2 meses de edad, que fueron tefiidas con
safranina, en donde se puede observar células que fagocitaron levaduras y que redujeron el NBT. Abreviaturas:
NBT (Nitro azul de tetrazolio), SSF (Solucién salina fisioldgica)
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6. Resultados

6.1 Estandarizacion de la prueba de fagocitosis en las células de sangre y de
mucosas

En este estudio, se obtuvieron células de sangre (SAN), tonsila palatina (TP), I6bulo
apical derecho (LAD), l6bulo apical izquierdo (LAI), I6bulo diafragmético derecho

(LDD), lébulo diafragmético izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB).

Para la estandarizacion de la prueba de fagocitosis en las células inmunes sistémicas y
mucosales locales del cerdo joven, fue necesario realizar modificaciones a la técnica
empleada por Zendejas “®, debido a que en la técnica original solo se emplean células
de sangre completa; y para este estudio se utilizaron células sanguineas con
anticoagulante y células en medio de cultivo (TP, parénquima pulmonar y LB). El
volumen maximo que aceptaron los pozos de las lamillas utilizadas en este experimento
fue de 400 pl. Por lo cual, sélo se adicion6 un volumen total de 200 pl/pozo (100 ul de
células de los tejidos, 50 pl de levaduras opsonizadas y 50 pl de NBT), para facilitar su

homogenizacion y manipulacion durante la prueba.

Se realizaron diferentes pruebas (en forma de tablero de ajedrez) para obtener la
relacion optima de células inmunes y levaduras opsonizadas (Figura 8). Las células
inmunes fueron adicionadas en un nimero de 0.5, 1 y 2x10° células/100 pl de cada
tejido, siendo 0.5x10%/100 pl la cantidad que mostré las mejores condiciones para
realizar el conteo celular. En este mismo sentido, las levaduras opsonizadas, fueron
afiadidas en pozos que contenian 0.5x10%100 pl de células a concentraciones de 2, 4 y

8x10° levaduras/50 pl, con lo cual se aseguraba que la célula fagocitica tuviera una
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cantidad abundante de microorganismos. Siendo 2x10° levaduras/50 ul, un nimero
adecuado para la fagocitosis de las células que se encontraban adheridas a la laminilla, a

una razén de 4 levaduras por célula.

Se realizaron también cinéticas para determinar el tiempo adecuado para que las células
inmunes de las muestras se fijaran a la laminilla (Figura 8), manejando lapsos de 15, 30,
60, 90 y 120 minutos. Observandose una fijacion satisfactoria de las células de todos los
tejidos a partir de los 30 minutos. También, se realiz6 una cinética para determinar el
tiempo Optimo para que las células pudieran fagocitar a las levaduras y redujeran al
NBT en lapsos de 30, 60 y 90 minutos, obteniéndose desde los 30 minutos una buena
actividad reductora en la mayoria de las células, siendo 60 minutos el tiempo 6ptimo
para la realizacion del conteo celular. Se enumeraron 250 células totales por cada tejido
con la ayuda del programa computacional “Image pro-plus” (Media Cybernetics Inc.,
version 4.5.1.22),

Levaduras
2x10°%/50p 4x10°%/50p1 8x10°%50ul

Células AN
0.5x10%/100p ><6” » '2_0'

1
1
1
—_— V

307 60790 1207 307 60790 1207

1
1
1
vV —>

xi0oou | 307 6077907 1207 307 607907 1207 307 607907 1207
1 1
_ ! N —
1 1
axiofioon | 307 60779071207 3076090 1207 3076090 1207

Figura 8. Prueba en forma de tablero de ajedrez. Mediante ésta técnica se determiné el tiempo 6ptimo de
la adherencia celular, asi como la cantidad de células y levaduras a depositar en las laminillas. Se
colocaron 9 laminillas en 3 filas. Cada laminilla conté con 4 pozos, a los cuales se les asigno un lapso de
tiempo (30, 60, 90 y 120 minutos) para determinar el periodo de incubacion para fijar a las células a la
laminilla, siendo 30 minutos el tiempo ideal para la adherencia de las células (pozo marcado). Se asign6
de manera horizontal (flechas continuas) 1 fila de laminillas (n= 3 laminillas) para cada una de las
cantidades de células (0.5, 1y 2x10° células/100 pl) a depositar en cada pozo en los periodos de tiempo
previamente mencionados, siendo la mas adecuada la fila de 0.5 x10° células/100 ul (pozo marcado). Las
flechas continuas muestran como fueron asignadas las filas de cada concentracién celular. Se asigno de
manera vertical 1 columna de laminillas (n= 3 laminillas) para cada una de las cantidades de levaduras
opsonizadas (2, 4 y 8x10° levaduras/50 pl) a depositar en cada pozo, siendo la méas adecuada la
concentracion con 2x10° levaduras/50 ul a los 60 minutos de la incubacion con NBT.
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6.2 Obtencion de iméagenes para conteo celular

En el presente estudio, se contaron en total 250 células totales de los 3 pozos presentes
en la laminilla, en los que se corri6 la prueba de fagocitosis de los 7 tejidos (SAN, TP,
LAD, LAI, LDD, LDI y LB), de cada uno de los cerdos de ambos grupos
experimentales. De estas imagenes se obtuvieron los datos para poder analizar las
siguientes variables: indice fagocitico, capacidad fagocitica e indice reductivo (Figuras

9-12).

Figura 9. Prueba de fagocitosis en células de sangre. La imagen corresponde a células provenientes de
sangre periférica de un animal del grupo con tratamiento (1% de arginina) de 2 meses de edad, que fueron
tefiidas con safranina, en donde se puede observar células que fagocitaron levaduras y que redujeron el
NBT. Las flechas indican: a) las levaduras que fueron fagocitadas y que ademés redujeron al NBT
(levaduras moradas) y b) las levaduras que no han sido reducidas (levaduras rosas).

a -::}

h ,

. alt

Figura 10. Prueba de fagocitosis en células de tonsila palatina. La imagen corresponde a células
provenientes de tonsila palatina de un animal del grupo con tratamiento (1% de arginina) de 2 meses de
edad, que fueron tefiidas con safranina, en donde se puede observar células que fagocitaron levaduras y

que redujeron el NBT. Las flechas indican: a) las levaduras que fueron fagocitadas y que ademas
redujeron al NBT y b) las levaduras que no han sido reducidas.
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Figura 11. Prueba de fagocitosis en células de parénquima pulmonar. La imagen corresponde a células
provenientes del I6bulo apical derecho de un animal del grupo con tratamiento (1% de arginina) de 2
meses de edad, que fueron tefiidas con safranina, en donde se puede observar células que fagocitaron
levaduras y que redujeron el NBT. Las flechas indican: a) las levaduras que fueron fagocitadas y que
ademas redujeron al NBT (levaduras moradas) y b) las levaduras que no han sido reducidas (levaduras
rosas).

Figura 12. Prueba de fagocitosis en células de lavado bronquial. La imagen corresponde a células
provenientes de lavado bronquial de un animal del grupo con tratamiento (1% de arginina) de 2 meses de
edad, que fueron tefiidas con safranina, en donde se puede observar células que fagocitaron levaduras y
que redujeron el NBT. Las flechas indican: a) las levaduras que fueron fagocitadas y que ademas
redujeron al NBT (levaduras moradas) y b) las levaduras que no han sido reducidas (levaduras rosas).
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6.3 Prueba de fagocitosis
6.3.1 Comparacion de la prueba de fagocitosis entre tejidos del grupo control

6.3.1.1 Indice fagocitico.

El indice fagocitico es el resultado de la division del nimero de células que fagocitaron,
entre las células totales obtenidas, multiplicado por 100. El indice fagocitico fue menor
estadisticamente (P <0.001) en los PMN de SAN y MN de TP con respecto a los MN de
parénquima pulmonar (LAD, LAI, LDD, LDI) y LB en los cerdos del grupo control

(Cuadro 6, Figura 13).

Cuadro 6. indice fagocitico (grupo control)

indice fagocitico

SAN TP LAD LAI LDD LDl LB
x:43.14 a 46.43 a 76.71 81.18 75.68 77.68 81.94
DE:30.40 26.65 18.55 17.11 18.43 16.85 22.13
EE:2.000 1.669 1.722 1.495 1.902 1.501 1.808

a= P <0.001 con respecto a las células de parénquima pulmonar y LB. Tejidos: sangre (SAN), tonsila
palatina (TP), I6bulo apical derecho (LAD), I6bulo apical izquierdo (LAI), I6bulo diafragmético derecho
(LDD), lébulo diafragmatico izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB). Abreviaturas: promedio (x),
desviacion estandar (DE), error estandar (EE). n=5 cerdos de 2 meses de edad.

90+
80+
704
604
504

i

Indice fagocitico (%)

-

v
SAN TP LAD LAl LDD LDI
Tejidos

a=P<0.001 con respecto a células de parénquimay LB

Figura 13. Indice fagocitico (grupo control). indice fagocitico= nimero de células que fagocitaron/
numero total de células multiplicado por 100. Tejidos: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), l6bulo apical
derecho (LAD), ldbulo apical izquierdo (LAI), lI6bulo diafragmatico derecho (LDD), lébulo
diafragmatico izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB). La gréafica corresponde solo al grupo control (0%
de L-arginina). Las barras representan el promedio + el error estandar de 5 cerdos de dos meses de edad.
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6.3.1.2 Capacidad fagocitica

La capacidad fagocitica es el nimero de levaduras ingeridas por las células fagociticas.
Los PMN de SAN tuvieron una menor capacidad fagocitica (P <0.001) con respecto a
los MN de los tejidos restantes. Los MN de TP reflejaron una inferior capacidad
fagocitica (P <0.001) en comparacion con los MN de parénquima pulmonar y LB. Se
observo una superior capacidad fagocitica en células de LAI con respecto a las células
de LDD (P <0.01) y LDI (P <0.05). LB present6 una mayor capacidad fagocitica (P

<0.01) con relacién a LDD en cerdos del grupo control (Cuadro 7, Figura 14).

Cuadro 7. Capacidad fagocitica (grupo control)

Capacidad fagocitica

SAN TP LAD LAI LDD LDl LB
x:2.22 a 301b 4.62 494cd 411 4.30 4.88¢e
DE:1.61 1.60 1.52 1.52 1.14 1.28 2.12
EE:0.106 0.100 0.142 0.133 0.118 0.115 0.174

a= P <0.001 con respecto a los otros tejidos; b= P <0.001 con respecto a parénquima pulmonar y LB; c=
P <0.01 con respecto a LDD; d= P <0.05 con respecto a LDI; e= P <0.01 con respecto a LDD. Tejidos:
sangre (SAN), tonsila palatina (TP), I6bulo apical derecho (LAD), I6bulo apical izquierdo (LAI), l6bulo
diafragmético derecho (LDD), lébulo diafragmatico izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB).
Abreviaturas: promedio (x), desviacion estandar (DE), error estandar (EE). n= 5 cerdos de 2 meses de
edad.

(o]
[]

cd e

Capacidad fagocitica
w

v
SAN TP LAD LAl LDD LDI LB
Tejidos
a=P<0.001 con respecto a los otros tejidos
b= P<0.001 con respecto a parénquima pulmonar y LB
C=P<0.01 con respecto a células de LDD
d=P<0.05 con respecto a células de LDI
e=P<0.01 con respecto a células de LDD
Figura 14. Capacidad fagocitica (grupo control). Capacidad fagocitica= nimero de levaduras fagocitadas/
numero de células que fagocitaron. Tejidos: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), I6bulo apical derecho
(LAD), lébulo apical izquierdo (LAI), lébulo diafragmatico derecho (LDD), lébulo diafragmatico
izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB). La grafica corresponde solo al grupo control (0% de L-

arginina). Las barras representan el promedio + el error estandar de 5 cerdos de dos meses de edad.
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6.3.1.3 Indice reductivo

El indice reductivo es el resultado de la division del nimero de levaduras con reduccion
de NBT, entre el nimero total de levaduras fagocitadas. Los PMN de SAN mostraron
un indice superior con respecto a células de TP (P <0.001), parénquima pulmonar (P
<0.001) y de LB (P <0.05). Los MN de TP demostraron un inferior indice reductivo (P
<0.001) con respecto a los otros tejidos. Los MN de LB tuvieron un mayor indice al
compararlos con los MN de LAI (P <0.05), LDD (P <0.01) y LDI (P <0.001) de los

cerdos del grupo control (Cuadro 8, Figura 15).

Cuadro 8. indice reductivo (grupo control)

indice reductivo

SAN TP LAD LAI LDD LDl LB
x:0.39ab 0.03c 0.25 0.24 0.22 0.20 032def
DE:0.37 0.13 0.12 0.13 0.10 0.13 0.16
EE:0.024 0.008 0.012 0.012 0.011 0.012 0.013

a= P <0.001 con respecto a TP y parénquima pulmonar; b= P <0.05 con respecto a LB; c= P <0.001 con
respecto a todos los tejidos; d= P <0.001 con respecto a LDI; e= P <0.01 con respecto a LDD; f= con
respecto a LAI Tejidos: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), I6bulo apical derecho (LAD), I6bulo apical
izquierdo (LAI), I6bulo diafragméatico derecho (LDD), l6bulo diafragmatico izquierdo (LDI) y lavado
bronquial (LB). Abreviaturas: promedio (x), desviacién estandar (DE), error estdndar (EE). n= 5 cerdos
de 2 meses de edad.

0459 4 p
0.404 T

0.35- def
0.30+
0.25+
0.20+
0.15+
0.10+
0.05+
0.00

Indice reductivo

T
SAN TP LAD LAl LDD LDl
Tejidos
a=P<0.001 con respecto a células de TPy parénquima pulmonar
b= P<0.05 con respecto a células de LB
C=P<0.001 con respecto a todas las células
d=P<0.001 con respecto a células de LDI

€=P<0.01 con respecto a células de LDD
f= P<0.05 con respecto a células de LAI

Figura 15. indice reductivo (grupo control). indice reductivo= nimero de levaduras fagocitadas con
reduccion de NBT/ nimero total de levaduras fagocitadas. Tejidos: sangre (SAN), tonsila palatina (TP),
I6bulo apical derecho (LAD), l6bulo apical izquierdo (LAI), 16bulo diafragmético derecho (LDD), 16bulo
diafragmatico izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB). La gréfica corresponde solo al grupo control (0%
de L-arginina). Las barras representan el promedio + el error estandar de 5 cerdos de dos meses de edad.
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6.3.2 Efecto de la inclusion del 1% de L-arginina

6.3.2.1 Indice fagocitico

El indice fagocitico de los PMN de SAN y MN de TP de cerdos suplementados con L-
arginina presentaron un aumento significativo (P <0.001) en este indice. Los MN de
LAI que recibieron el tratamiento mostraron un indice inferior (P <0.001), respecto al
grupo control. Los MN de LDD del grupo con tratamiento mostraron un aumento (P

<0.01) con respecto a su contraparte no tratada. (Cuadro 9, Figura 16).

Cuadro 9. Indice fagocitico

indice Fagocitico

SAN TP LAD LAI LDD LDI LB
Control X:43.14 46.43 76.71 81.18 75.68 77.68 81.94
n=5 DE:30.40 26.65 18.55 17.11 18.43 16.85 22.13
EE:2.000 1.669 1.722 1.495 1.902 1.501 1.808

Arginina X:55.52***  61.19*** 76.83 75.50%** 82.45** 77.58 P:84.53
n=5 DE:22.61 24.78 16.15 15.17 13.57 15.13 SD:18.97
EE:1.720 1.607 1.554 1.541 1.294 1.492 EE:1.587

***P <0.001; **P <0.01; Tejidos: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), 16bulo apical derecho (LAD),
I6bulo apical izquierdo (LAI), I6bulo diafragmético derecho (LDD), I6bulo diafragmatico izquierdo (LDI)
y lavado bronquial (LB). Abreviaturas: promedio (x), desviacion estandar (DE), error estandar (EE). n=5
cerdos de 2 meses de edad en cada grupo.
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P<0.001 .
% b0 01 Tejidos

Figura 16. Indice fagocitico. indice fagocitico= niimero de células que fagocitaron/nimero total de
células multiplicado por 100. Tejidos de cerdo: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), I6bulo apical derecho
(LAD), loébulo apical izquierdo (LAI), lébulo diafragmatico derecho (LDD), lébulo diafragmatico
izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB). Las barras blancas corresponden al grupo control (0% de L-
arginina, n= 5) y las barras negras corresponden al grupo con tratamiento (1% de L-arginina, n=5) Las
barras representan el promedio + el error estandar de 5 cerdos.
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6.3.2.2 Capacidad fagocitica

Los PMN de SAN que recibieron L-arginina mostraron una capacidad superior (P
<0.001) con respecto al los PMN de SAN del grupo control. Se observ6 una capacidad
fagocitica inferior (P <0.001) en MN de LAI de los cerdos con inclusion de L-arginina

al compararlos con su contraparte que no recibi6 tratamiento (Cuadro 10, Figura 17).

Cuadro 10. Capacidad fagocitica 1

Capacidad fagocitica

SAN TP LAD LAI LDD LDI LB

Control X:2.22 3.01 4.62 4,94 411 4.30 4.88
n=5 DE:1.61 1.60 1.52 1.52 1.14 1.28 2.12
EE:0.106 0.100 0.142 0.133 0.118 0.115 0.174

Arginina X:2.97*** 3.18 4.70 4,01*** 4.38 4.30 5.12
n=5 DE:1.30 1.24 1.11 0.97 1.11 1.130 1.37
EE:0.100 0.081 0.108 0.099 0.105 0.111 0.115

***P <0.001. Tejidos: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), I6bulo apical derecho (LAD), I6bulo apical
izquierdo (LAI), I6bulo diafragmatico derecho (LDD), lébulo diafragmatico izquierdo (LDI) y lavado
bronquial (LB). Abreviaturas: promedio (x), desviacion estdndar (DE), error estandar (EE). n=5 cerdos
de 2 meses de edad.
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Figura 17. Capacidad fagocitica. Capacidad fagocitica= nimero de levaduras fagocitadas/nimero de
células que fagocitaron. Tejidos de cerdo: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), lI6bulo apical derecho
(LAD), lébulo apical izquierdo (LAI), lébulo diafragmatico derecho (LDD), lébulo diafragmatico
izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB). Las barras blancas corresponden al grupo control (0% de L-
arginina, n= 5) y las barras negras corresponden al grupo con tratamiento (1% de L-arginina, n=5) Las
barras representan el promedio + el error estandar de 5 cerdos.
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6.3.2.3 Indice reductivo

Los PMN de SAN de cerdos con tratamiento mostraron un indice reductivo superior (P
<0.001) al compararlos con el grupo control. Los MN de LDD y LDI de cerdos que
recibieron L-arginina presentaron un indice superior (P <0.001) al compararse con su

contraparte que no recibi6 este aminoacido (Cuadroll, Figura 18).

Cuadro 11. indice reductivo

Indice reductivo

SAN TP LAD LAI LDD LDI LB

Control x:0.39 0.03 0.25 0.24 0.22 0.20 0.32
n=5 DE:0.37 0.13 0.12 0.13 0.10 0.13 0.16
EE:0.024 0.008 0.012 0.012 0.011 0.012 0.013

Arginina  X:0.43*** 0.06 0.22 0.25 0.30*** 0.28*** 0.34
n=5 DE:0.23 0.16 0.10 0.12 0.12 0.11 0.17
EE:0.018 0.010 0.010 0.013 0.012 0.011 0.015

***P <0.001. Tejidos: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), I6bulo apical derecho (LAD), I6bulo apical
izquierdo (LAI), I6bulo diafragmatico derecho (LDD), lébulo diafragmatico izquierdo (LDI) y lavado
bronquial (LB). Abreviaturas: promedio (x), desviacion estdndar (DE), error estandar (EE). n=5 cerdos
de 2 meses de edad.
0.45 *kk C—10% Arginina
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Figura 18. indice reductivo. indice reductivo= numero de levaduras fagocitadas con reduccion de
NBT/nimero total de levaduras fagocitadas. Tejidos de cerdo: sangre (SAN), tonsila palatina (TP), I6bulo
apical derecho (LAD), l6bulo apical izquierdo (LAI), lébulo diafragmatico derecho (LDD), lébulo
diafragmético izquierdo (LDI) y lavado bronquial (LB). Las barras blancas corresponden al grupo control
(0% de L-arginina, n=5) y las barras negras corresponden al grupo con tratamiento (1% de L-arginina, n=
5) Las barras representan el promedio + el error estandar de 5 cerdos.
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7. Discusion

La creciente demanda de carne de cerdo con altos estandares de inocuidad, asi como la
restriccion en el uso profilactico de antibidticos por el riesgo de crear patdgenos
potencialmente resistentes para el ser humano ©*, ha motivado la bisqueda de
alternativas naturales para la proteccion de esta especie. En este sentido, recientemente
se ha observado que algunos nutrientes son capaces de modular la respuesta inmune en

los animales @9,

En varios estudios, la administracion de dietas ricas en
inmunonutrientes (arginina, glutamina, acidos grasos o 3 y nucleotidos), ha mejorado la
respuesta inmunoldgica en diferentes especies “® 17> 8184 En |a actualidad, el estudio
de la actividad de la arginina como un ingrediente modulador de la respuesta inmune ha
despertado gran interés %47 La arginina es utilizada por los mamiferos jovenes para
el crecimiento > 7; sin embargo, en el cerdo joven, la produccién de arginina puede
ser baja, al no contar con la maquinaria enzimatica necesaria para su sintesis, lo cual
hace necesario un aporte exdgeno & ¥, Ademas, en condiciones de estrés o enfermedad
se requiere de una alta demanda de este aminoacido ™ ®. A pesar de ser una molécula
descubierta en el siglo XI1X ), atin no se conocen todas sus propiedades en el cerdo,
principalmente en la respuesta inmune de esta especie. Por lo tanto, en este trabajo se
evaluo el efecto de la arginina sobre la fagocitosis de células de sangre (PMN) y de

mucosas (macrofagos de tonsila palatina, parénquima pulmonar y lavado bronquial) en

cerdos jovenes.

El destete en el cerdo, particularmente el realizado a edades tempranas (< 21 dias)
representa un evento critico, en donde se presentan cambios drasticos en su

alimentacion y ambiente, lo que lo hace vulnerable a diversos procesos infecciosos
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respiratorios y digestivos. Ademas, el cerdo puede presentar una inmadurez de las

g (L 47,4885 | oo

celulas inmunitarias ocasionando una inmunodeficiencia secundari
condiciones de hacinamiento, poca ventilacion y eventuales deficiencias en el manejo
sanitario de las instalaciones, provoca que los pulmones de estos animales estén
expuestos a diversas particulas que pueden dafiarlo % ®®. La posibilidad de una mayor
susceptibilidad a las infecciones en los I6bulos apicales y diafragmaticos de cerdos

a (315559, 68-70.72.86) | o anterior puede relacionarse con las

jévenes ha sido mencionad
infecciones respiratorias recurrentes observadas posdestete, que ocasionan cuantiosas
pérdidas econémicas "> ™®. Por lo tanto, conocer la actividad de las células fagociticas
entre los diferentes 16bulos pulmonares, permitiria por un lado determinar la existencia
de una inmunosupresion en estos I6bulos, y por otro detectar las deficiencias que

favorecen la colonizacion del tejido por los patogenos; lo que finalmente podria ayudar

en la evaluacién de tratamientos inmunomoduladores en el cerdo joven.

7.1 Estandarizacion de la prueba de fagocitosis en las células de sangre y de
mucosas.

Para la obtencion de los PMN de sangre, primero se monto la técnica de obtencion de
PMN en humanos y posteriormente se ajusto al modelo porcino. Se modifico la técnica
empleada por Vega ® usando sangre completa a la cual se le agregd gelatina

bacterioldgica al 1%, siendo efectiva para la obtencion de PMN de cerdos jovenes.

Se han desarrollado protocolos para la obtencion de células de parénquima pulmonar en
roedores mediante el uso de colagenasa tipo 1V * 8V ghteniendo buenos resultados,

por lo cual se decidi6 aplicar al modelo porcino, esta técnica para obtener los fagocitos
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de parénquima pulmonar y tonsila palatina. La seleccion de los I6bulos pulmonares
apicales (LAD, LAI) y diafragméticos (LDD, LDI), fue hecha debido a la frecuente
incidencia de lesiones pulmonares que muestran estos lébulos en el cerdo; lo cual ha
Ilegado a relacionarse con una inmunodeficiencia secundaria que los vuelve susceptibles
a las infecciones ©°. Los l6bulos pulmonares restantes (intermedios y accesorios) no
fueron considerados en este estudio, debido a la imposibilidad de procesar un mayor
namero de muestras en el tiempo requerido. Se utilizé la técnica empleada en el
paréngquima pulmonar para la obtencion de las células de TP, obteniendo células viables
para el experimento. La obtencion del lavado bronquial mediante la perfusion de SSF
fue similar a la empleada en otros estudios “" % 7 7 92 recuperando células viables

para la realizacion de este experimento.

Para la realizacién de la prueba de fagocitosis, se realizaron modificaciones a la técnica

empleada por Zendejas “®

, debido a que este autor utiliza células adherentes del
coagulo sanguineo, mientras que, en este trabajo las células adherentes se encontraban
en suspension (medio de cultivo celular) al tratarse de tejidos con caracteristicas
diferentes. La técnica original “® requiere de un rapido procesamiento de las células, lo

cual no podia llevarse a cabo debido a la distancia existente entre los corrales donde se

tomaron las muestras y el laboratorio donde fueron procesadas.

Se usaron laminillas con pozos, permitiendo un aprovechamiento del espacio de la
camara himeda y un control de las muestras durante las incubaciones. El tiempo para la
adherencia adecuada de las células a las laminillas fue de 30 minutos en los tejidos.

Mientras que, para la incubacion con las levaduras opsonizadas y el NBT el tiempo
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optimo fue de 60 minutos, observando un buen desempefio de los fagocitos de los

tejidos en ensayos previos.

En la realizacion de este experimento se utilizaron sangre y tonsila palatina como
controles para la prueba de fagocitosis. Los PMN de sangre se evaluaron como
indicador de la inmunidad sistémica en cerdos sanos “®. Mientras que los MN de TP se
usaron como un control de los MN de parénquima pulmonar (LAD, LAI, LDD, LDI)y
LB; cabe mencionar que el sistema inmunitario de las mucosas tiene una evolucion
diferente al desarrollarse en un ambiente antigénico distinto a la inmunidad sistémica.
Ademas, su localizacion anatémica (en el paladar blando de la orofaringe) permitio un

facil acceso y recoleccion al momento de la necropsia de los cerdos.

Para la evaluacion del indice reductivo, se utilizé la prueba de oxidacion de nitro azul de
tetrazolio (NBT), la cual permite determinar la capacidad de los neutrofilos en sangre
para generar radicales potencialmente dafiinos para los microorganismos. % 334980 E|
empleo de esta prueba en otros tejidos (p.e. liquido cefalorraquideo o sinovial) es
controversial, debido al aumento o descenso en la reduccién del NBT en las células ©*
%): sin que hasta el momento se hayan aclarado las razones de dicho efecto. De hecho,
no se tienen datos similares para el tejido pulmonar. En las muestras de parénquima
pulmonar y LB se observd una precipitacion del NBT antes de 60 minutos en ensayos
previos al experimento, lo cual puede estar relacionado con la capacidad de los
fagocitos para verter sus granulos al espacio extracelular como ocurre en la fagocitosis
frustrada o degranulacion extracelular ® °”, cabe recordar que los MN cuentan con un

citoplasma rico en granulos, aunque en menor cantidad que los PMN ©" % a4

degranulacién de la célula en ocasiones suele ocurrir antes de que la particula blanco sea
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fagocitada por completo; lo anterior pudo ocasionar la oxidacion del NBT y provocar su

precipitacion.

Por Gltimo, el laboratorio fabricante del NBT © recomienda un conteo minimo de 100
celulas totales; en este trabajo, 250 células totales por tejido fueron contadas, debido a
que en ensayos previos se determind que esta cantidad era necesaria para evaluar todos

los indices de la prueba de fagocitosis.

7.2 Comparacion de la prueba de fagocitosis entre tejidos del grupo control

El sistema inmune de las mucosas representa una barrera importante entre un medio
interno generalmente estéril y un medio externo abundante en particulas; ademés de
evolucionar en un ambiente diferente al de su anélogo, la respuesta inmune sistémica.
Gran parte del conocimiento sobre la inmunidad en las mucosas esta basado en estudios
hechos en el intestino delgado (placas de Peyer). En comparacién, la informacion
referente a la actividad inmunoldgica que se realiza en la mucosa respiratoria es
limitada, a pesar de ser la via de entrada de varios microorganismos importantes. En los
ultimos afos se ha considerado al LB como representativo de la inmunidad en el
pulmén @ ™ sin embargo, existen indicios sobre diferencias en las células inmunes
presentes en el parénquima pulmonar y el espacio alveolar ®@. Lo anterior puede ser un
indicador de diferencias no solo entre un mismo grupo celular, sino también en la
inmunidad de los diferentes l6bulos pulmonares. Por lo tanto, este estudio comparo la
fagocitosis y la capacidad de reduccidn in vitro de las células de los l6bulos pulmonares
més representativos (LAD, LAI, LDD, LDI) y el LB de cerdos sanos para poder

establecer un parametro del SFM y las posibles diferencias entre 16bulos que pudieran
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ser un antecedente para la explicacion de la predileccion que muestran los patgenos a

diferentes I6bulos pulmonares.

7.2.1 indice fagocitico

Este indice (Figura 13) establece el nimero de células que fagocitaron entre el total de
las células presentes en la muestra, determinando el porcentaje de células capaces de
fijarse in vitro a las levaduras opsonizadas. Los resultados revelaron que los fagocitos
MN de pulmon (parénquima pulmonar y LB) provenientes de cerdos del grupo control
fueron superiores al fijarse a las levaduras opsonizadas, comparados con los PMN de

SAN vy los MN de TP.

El mayor indice fagocitico observado en los MN de parénquima pulmonar y LB, podria
estar asociado a una mayor diferenciacion y actividad de estas células provocada por la
presencia del factor estimulante de colonias de granulocitos-monocitos (GM-CSF, por
sus siglas en inglés) en este tejido, lo cual puede ser benéfico al estar constantemente
expuesto a particulas que podrian dafarlo. El tejido pulmonar es una buena fuente de
esta citocina %, siendo un factor crucial para el mantenimiento de la poblacion,
maduracién y actividad del macréfago “°1%). De hecho, la inhibicién de esta citocina
en AM@ de ratones mostré una disminucion en su capacidad de adhesion y expresion

de receptores (p.e. Tipo toll), volviéndolos més susceptibles a las infecciones %2103,

El menor indice fagocitico observado en los MN de TP comparados con los MN de
pulmon puede deberse al efecto de citocinas producidas en el tejido por los linfocitos T,

pudiendo provocar en el MN un estado de reposo. Existen indicios de la expresion del
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factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF, por sus siglas en inglés) en las
tonsilas %), Este factor a diferencia del GM-CSF, sélo se encarga de estimular la
proliferacion y diferenciacion de los macréfagos ** ) sin inducir la expresion de
receptores Utiles para el reconocimiento de particulas. Ademas, el linfocito cooperador
(Tw por sus siglas en inglés) podria estar activando al macrofago por la via alterna
mediante la accién de citocinas (IL-4, 1L13) “%®). En este sentido, se alude que el
macrofago estimulado por la via alterna es un buen inductor de tolerancia y tiene una
mayor expresion de moléculas MHC 11 (complejo mayor de histocompatibilidad, por
sus siglas en inglés) . El estado en reposo en el MN de TP puede ser un mecanismo
mediante el cual la mucosa oral evita la activacion de la respuesta inmune (tolerancia
alimenticia), debido a la gran cantidad de antigenos benéficos que ingresan por esta via.
Por otra parte, existe la posibilidad de que células con una menor capacidad de ingestion
(p.e. células dendriticas o linfocitos B) se pudieran adherir a la laminilla enmascarando

el resultado.

El indice fagocitico inferior de los PMN de SAN con respecto a los MN de la mucosa
oral y respiratoria, puede deberse a que al provenir de animales clinicamente sanos, las
células carecieron de una estimulacion (p.e. citocinas) para aumentar su actividad como
fagocitos. Los PMN circulan en la sangre como células maduras 2, y son capaces de
eliminar patdgenos, empero, su funcién antimicrobiana aumenta cuando se activan al

abandonar el torrente circulatorio “® 32 3®

mediante sustancias quimiotacticas
producidas en los sitios de inflamacion o lesion & 313238110 'y eiemplo puede ser la
GM-CSF, citocina que es capaz de inducir la fagocitosis y aumentar la longevidad del

PMN @11 | o anterior puede explicar la menor proporcién de PMN que fagocitaron

en este tejido.
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7.2.2 Capacidad fagocitica

Con este indice (Figura 14) se obtuvo el nimero de levaduras fagocitadas in vitro en las
muestras provenientes de cerdos del grupo control. En los MN del pulmén se observé
una capacidad fagocitica superior en comparacion con los PMN (neutr6filos) de SAN,
lo cual podria deberse a una mayor expresion de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs, por sus siglas en inglés) y los receptores para LPS (scavenger)
observados en los macréfagos pulmonares, como ya fue informado por Gordon %12,
Los PRRs (p.e. receptores tipo Toll) detectan patrones exclusivos de los
microorganismos como los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPSs por
sus siglas en inglés) 8 7 110 113117 ademas, de contar con receptores para opsoninas
(p.e. receptor para, inmunoglobulinas y complemento) @ 3 110 117 aseqyrando el
reconocimiento e ingestion de particulas extrafias. Ademas, los macrofagos tienen la

capacidad de volver a producir lisosomas ©7 11

, pudiendo mantenerse en las zonas de
inflamacion al realizar mas procesos fagociticos & * % Por su parte, los neutréfilos
muestran un déficit de energia, ocasionando que solo puedan realizar un ndmero

limitado de procesos fagociticos % 9.

La menor actividad fagocitica en los MN de TP con respecto a los MN de parénquima
pulmonar y LB, puede deberse a que el macréfago de TP al estar activado por la via
alterna, muestra una accion mesurada contra las levaduras. Durante la activacion
alterna, la célula expresa diferentes receptores (p.e. manosa, CD163, CD14, basureros o

scavenger) ?& 118 119

, Utiles para la ingestion de los microorganismos, empero su
actividad puede ser menor comparada con los receptores de la via clasica (p.e. RTT y
opsoninas) “*®. Dependiendo de sus necesidades, el organismo, podria activar a los MN

en el tejido. En lechones sanos, no se encontraron células mieloides en las criptas
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epiteliales y los macréfagos presentes expresaron receptores CD163, mientras que, en
tonsilas con diferentes grados de infeccion, se localizaron fagocitos en las criptas
epiteliales y CPA en el area extrafolicular ® 2. Por lo cual al provenir las células de

animales sanos, su actividad fagocitica se vio afectada.

En este estudio se observaron diferencias en la capacidad fagocitica in vitro de los
diferentes I6bulos pulmonares. Los MN de LAI mostraron una capacidad superior en la
ingestion de levaduras comparado con los MN de LDD y LDI. Esto puede atribuirse a
una mayor actividad de estas células en LAI, debido a que este I6bulo presenta una
mayor exposicién a las particulas inhaladas, o por las caracteristicas anatbmicas que
influyen en la mayor susceptibilidad de este l6bulo a las infecciones ©® ™ 72:
provocando su mayor actividad. Debido a la escasa informacion sobre la inmunidad en
el parénquima pulmonar, este estudio puede ser pionero al encontrar diferencias entre
los I6bulos pulmonares, lo cual requiere de la confirmacién experimental de los
resultados mediante la realizacion de estudios posteriores (p.e. a diferentes edades del

cerdo o bien, inoculandolos experimentalmente), para poder entender la actividad de las

celulas fagociticas en el pulmon.

La poblacion de macréfagos en el pulmdn esté constituida por dos subpoblaciones: los
macré6fagos intersticiales ** localizados en el parénquima pulmonar y los macréfagos
que recubren al alveolo %% Se ha informado en diferentes estudios en roedores que
los macrdfagos del alveolo muestran una mayor capacidad para fagocitar que los
macréfagos del intersticio “?**%® lo cual se podria relacionar con los resultados
obtenidos en esta tesis en donde los MN del LB mostraron una capacidad fagocitica

superior a la observada en LDD. Asimismo, coinciden con los resultados obtenidos
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previamente por Mufi6z, quien describe una mayor poblacion de macréfagos con
receptores para fagocitosis en el espacio alveolar en comparacion con los macréfagos de
parénquima pulmonar en cerdos destetados . Estos resultados pueden ser indicadores
de que el MN del espacio alveolar es el centinela del pulmon atrapando a los antigenos
que llegan a este 6rgano, mientras que, a pesar de que el MN del parénquima pulmonar

fagocita puede ser el encargado de movilizar a los antigenos capturados al BALT.

7.2.3 Indice reductivo

El indice reductivo (Figura 15) midio la capacidad in vitro de las células fagociticas de
los animales del grupo control para generar capacidad reductora por la acciéon del
sistema NADPH-oxidasa o el O, @ “% 12 Esta prueba es utilizada en PMN de
humanos para la confirmacién de EGC ©* % 12): |a técnica de reduccién de NBT fue
adaptada para células MN porcinas con éxito. Se pudo observar en los resultados un
indice reductivo superior en los PMN de SAN con respecto a los MN de la mucosa oral
(TP) y respiratoria (parénquima pulmonar y LB). Este efecto se asoci6 con la capacidad
de los neutrofilos para eliminar a los microorganismos invasores, mediante mecanismos
efectivos, que difieren en puntos especificos a la de los MN. Se ha observado que los
neutréfilos cuentan con un mayor niimero de lisosomas que los MN ©”, permitiéndole
al PMN eliminar rapidamente a las particulas ingeridas. También, desarrollan un mayor

31,32)

consumo de oxigeno por el estallido respiratorio (hasta 100 veces) ¢ , provocando un

aumento en la produccion de ROIls, compuestos toxicos para los microorganismos. Se

ha informado ademas, que los neutrdfilos tienen una mayor cantidad de granulos

N (@8 30-32)

primarios (p.e. mieloperoxidasa) que los M , los cuales son utiles para la
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actividad bactericida del PMN. Lo anterior puede explicar la mayor capacidad de los

PMN para eliminar a los microorganismos ingeridos en comparacion con los MN.

En los MN de TP se observo una capacidad reductiva inferior al compararla con los MN
de pulmon, posiblemente a consecuencia de la activacion alterna del MN. Se menciona
que, los macrofagos que son activados por esta via o junto a IL-10 presentan una
disminucién en los mecanismos de destruccién intracelular (p.e. ROls y NO) (128-130),
debido a lo anterior son utilizados para la reparacion y remodelacion de los tejidos por

la accién de las poliaminas ¢4 '8,

Al comparar la actividad reductora, se observo una actividad superior en los MN de LB
con respecto a los MN de parénquima pulmonar, en especial en LAI, LDD y LDI. En
varios estudios en roedores, se ha observado que el AM@ tiene una mayor capacidad
para generar ROIs (p.e. O27) y RNIs (p.e. NO) comparado con el macréfago intersticial
(124,125 " |_os macréfagos intersticiales generalmente muestran una limitada produccién
de radicales toxicos, lo cual constituye un mecanismo protector de la integridad del
tejido pulmonar, en caso contrario se pueden presentar neumonias intersticiales como se
ha descrito en roedores % Y Otra posible explicacion puede derivar de los datos
obtenidos por Mufi6z, quien menciona la existencia de diferencias en los receptores de
los macrofagos de cerdos destetados; de manera que los MN del alvéolo presentan
receptores para fagocitosis (SWC3) y los MN de parénquima pulmonar receptores para
la presentacion de antigenos (MHC 11) “°0. Los datos anteriores pueden relacionarse

con los resultados obtenidos en esta tesis.
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En resumen, en condiciones in vitro las células de la inmunidad sistémica (PMN) y
mucosal (MN) de cerdos del grupo control presentaron diferencias, las células de SAN
mostraron una mayor eficiencia para eliminar a los microorganismos, mientras que las
celulas de la inmunidad local del pulmén fueron eficientes para fijarse e ingerir a las
particulas, pudiendo adecuar su respuesta dependiendo del tipo de particula, lo que
podria evitar un dafio al tejido por una inadecuada respuesta inmune. Sin embargo, esto
puede explicar en parte la mayor susceptibilidad a infecciones mucosales en los cerdos
al destete. Cabe recordar que la fagocitosis dentro de la inmunidad innata es el primer
mecanismo de defensa celular contra los patdgenos, empero, no es el tnico medio para

controlar las infecciones.

7.3 Efecto de la inclusion del 1% de L-arginina

La L-arginina es un aminodcido clasificado como condicionalmente esencial, debido a
que en periodos de inmadurez, estrés, enfermedad o traumatismos, su sintesis enddgena
resulta insuficiente para mantener la homeostasis del organismo “****¥. En los Gltimos
afios, se ha incrementado el estudio de la arginina debido a su papel como estimulante o
modulador de la respuesta inmune en diferentes especies * * 7 & 8 sjn embargo, la
interaccion de este aminoacido o sus metabolitos con los componentes del sistema
inmune adn no estd del todo clara. Se ha propuesto que el efecto inmunoestimulador
observado tras la suplementacion con L-arginina puede deberse a: 1) la produccion de
NO, 2) un aumento en las citocinas, 3) la produccién de poliaminas 0 4) un incremento

en las hormonas pituitarias & 3%,

En este estudio, se pudo comprobar que la
administracion del 1% de L-arginina estimuld la actividad fagocitica de los PMN

sistémicos y de los MN de la mucosa oral y pulmonar, probablemente por alguno de los
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mecanismos mencionados anteriormente. Cabe mencionar que la discusion del presente

estudio fue hecha tnicamente con base a los resultados estadisticamente significativos.

7.3.1 indice fagocitico

La suplementacién de L-arginina en las células del sistema inmune es capaz de inducir
diversos efectos: 1) acrecentar el numero de linfocitos del timo, 2) aumentar la adhesion
de neutrdfilos, 3) incrementar la fagocitosis de PMN y MN, y 4) mejorar la actividad

citotoxica de las células NK (&4 57,81, 131,133, 135)

Al evaluar in vitro el efecto de la inclusion oral de L-arginina (Figura 16) sobre las
células del sistema inmune de cerdos jovenes, se observo un indice fagocitico superior
en los PMN de SAN, y los MN de TP y LDD de los animales con tratamiento. Los
fagocitos inmaduros procedentes del torrente circulatorio proliferan modestamente en

(128)

los tejidos , permitiendo mantener constante la poblacion de estas células in situ.

Cuando la arginina ingresa al macréfago (en estado basal) por el sistema y'L e
interactia con algunas citocinas (p.e. M-CSF, GM-CSF) ®** 137 siendo el macréfago
capaz de proliferar y diferenciarse, permitiendo la salida de la arginina no utilizada para

ser disponible para otras células (p.e. para la sintesis proteica) *¢1%9),

Cuando el macrofago es estimulado (p.e. mediante citocinas), aumenta su demanda de

arginina extracelular, necesitando del aporte exdgeno de este aminoacido 3¢ %9,

expresa enzimas (iINOS y arginasa) capaces de metabolizar a la arginina para la
produccién de diversos compuestos (p.e. NO, poliaminas) utiles en la eliminacion de

patdgenos y en la sanacion de tejidos 28 131133140 y ademas, modifica el transporte de



86

la arginina, llevandola mediante el sistema y”, a la reserva de arginina (pool 1) en la
célula, donde puede ser aprovechada por la iNOS (3¢ 138141 192) “ A injciar la activacion
de los macréfagos existe un cese de la proliferacion “*®); efecto que puede estar
relacionado con la actividad del NO como ya ha sido observado en otros estudios
%) Lo anterior podria explicar el efecto observado en esta tesis, ya que, al disponer las

células de un aporte extra de arginina, existio un mayor numero de células maduras,

capaces de activarse eficientemente al afiadir levaduras opsonizadas.

En el presente estudio, los PMN de SAN se observd un aumento del indice fagocitico
del grupo que recibid arginina. En diversos estudios se ha informado que la L-arginina
es capaz de aumentar la funcién fagocitica de PMN de roedores, aves y humanos
gracias a su actividad inmunoestimulante ® 81 132 13%.135.146) | 5 cyal coincide con los
resultados de este estudio. Este aumento puede deberse a que la mayor parte de la

&7 el cual varia

arginina sintetizada en el organismo es liberada al torrente circulatorio
entre especies (humanos 80-120 UM, cerdos de 28 dias de edad 159 pumol/L, cerdos de
75 dias de edad 146 pmol/L) ™ ® permitiéndole a los PMN de los animales tratados

disponer mejor de este aminoacido.

Se observo un incremento de la actividad fagocitica de los MN, lo cual concuerda con

o (15 132.146150) "E| mayor indice

maltiples estudios en los que se ha detectado este efect
fagocitico observado en los MN de TP y LDD podria estar relacionado con una mayor
disponibilidad de arginina en estos tejidos. Aungue no se cuentan con datos en el cerdo
sobre la concentracion de arginina en los tejidos, en humanos se sabe que pueden variar

ampliamente (de 100 pM a 1000 pM) @. En el caso del MN de TP, estas células

pudieron recibir el aporte de arginina desde la sangre o al entrar en contacto directo el
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aminoacido con el tejido. Otros estudios mencionan que las células presentes en el
epitelio de las criptas de la TP (20 2L 151 152) "qon capaces de pinocitar antigenos
pudiendo beneficiar al MN para abastecerse de méas arginina, viéndose reflejado en su

mayor actividad.

Existe la tendencia de suponer que la circulacion pulmonar se comporta de manera
idéntica en todos los I6bulos, empero, el flujo sanguineo en el pulmoén es desigual. En
humanos los Vvértices (parte superior) del pulmén muestran un menor flujo sanguineo
(153, 159 Estudios realizados en animales mostraron una mejor irrigacién en la zona
central y en la regién dorsocaudal del pulmén @***5”_ En el cerdo joven se observé una
mayor irrigacién en la regién dorsocaudal, la cual disminuye con la edad ®®. Lo
anterior puede justificar el aumento de este indice en LDD debido a que este Iobulo

pudo recibir un mayor aporte de arginina, permitiéndole al MN desarrollarse de una

forma mas adecuada.

Adicionalmente, se observé que la administracion del 1% de L-arginina en el grupo con
tratamiento provocé un indice fagocitico inferior en los MN de LAI en comparacion con
el grupo control, sin que hasta el momento se hayan determinado las causas de dicho
efecto, por lo cual se recomienda poner especial interés en este lobulo en estudios
posteriores. Se formularon diferentes hipdtesis para la explicacion de la reduccion en
este indice. 1) La inclusion de L-arginina pudo provocar la llegada de una mayor
proporcion de células inmaduras en el I6bulo. Se ha informado que la L-arginina es
capaz de aumentar la proliferacion de linfocitos TCD8+ y macréfagos %, en donde
se le ha relacionado como sustrato de sintesis de proteinas o como precursor del NO y

poliaminas. Bajo condiciones normales existe un recambio normal de macréfagos en los
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tejidos (aproximadamente 1%/dia) ®®. Antes de diferenciase estas células en los tejidos
por la accién de citocinas (p.e. M-CSF, GM-CSF, IL-3) @9 muestran un tamafio
reducido, un ndmero minimo de organelos intracelulares y una menor actividad
fagocitica ®”). 2) Diferencias en la disponibilidad de arginina en el Iébulo. Se ha
observado que existe un menor flujo sanguineo en la zona craneoventral del pulmén en

diferentes especies %4 158

, pudiendo afectar la disponibilidad de arginina de los MN. Al
estimular a los fagocitos mediante la administracion de levaduras opsonizadas, pudo
existir un déficit de arginina; cabe recordar que la activaciéon en los macrofagos es un

p (136,139)

mecanismo que demanda una alta proporcion de arginina extracelula , Y que este

aminoacido es un estimulador de la actividad fagocitica de los macrofagos y de otras

funciones (132, 136, 139, 140, 149, 160)

y 3) Por una mayor actividad de la enzima arginasa.
Durante la activacion de los macréfagos se produce iNOS y arginasa, la primera regula
la actividad del macréfago enfilandolo a una actividad contra los microorganismos ©*
118.128) "que es altamente demandante de arginina; la iNOS puede bloquear la actividad
de arginasa mediante productos intermediarios del NO (p.e. N®-hidroxil-L-arginina o
NOHA) © 140 149 16D " mientras que la arginasa se encarga de regular al MN
disminuyendo la respuesta inmune encargado de la reparacion y sanacion de los tejidos
(34.118.128) "asta enzima reduce la disponibilidad de arginina inhibiendo asi la funcién de
iINOS (128.133.140. 161) "ge ha ohservado que una alta actividad de esta enzima es capaz de
afectar la proliferacién y funcion de linfocitos 3 1% 192 Ademas, se observé que la
GM-CSF (citocina presente en el pulmén) “*2 es un buen inductor de la arginasa al no
contar con estimulos para la produccién de NO (p.e. LPS o INF v) . Las hipétesis
anteriores podrian explicar el descenso en fagocitosis de los MN de LAI, aunque

también este descenso podria estar relacionado con la susceptibilidad a las

enfermedades que se observan en el periodo posdestete.
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7.3.2 Capacidad fagocitica

Mediante la evaluacion de este indice in vitro se obtuvo una perspectiva de la actividad
de las células fagociticas para ingerir a las levaduras opsonizadas, pudiéndose observar
una capacidad fagocitica superior en los PMN de SAN provenientes de los animales que
recibieron el 1% de L-arginina con respecto al grupo control (Figura 17). Se ha
observado que cuando las células son activadas (a través de LPS o IFN y) metabolizan
la arginina mediante la iNOS, provocando un aumento en la expresion de receptores
(p.e. TLR2, TLR4, para opsoninas) ¢+ 118 128.130.163) yitjles para el reconocimiento de los
PAMPs. Ademas, se ha mencionado que al igual que los linfocitos, los PMN presentan
bajos niveles de arginasa “®, lo cual como se vera mas adelante puede inhibir las
funciones de algunas células inmunes. Lo anterior podria justificar el aumento en la
capacidad fagocitica de los PMN del grupo con tratamiento al disponer de un mayor

aporte de arginina.

En el caso del MN de LAI del grupo con tratamiento, se observo una disminucion del
namero de levaduras ingeridas al ser comparados con los MN del grupo control; se
desconocen las causas de este efecto, empero, se han formulado las siguientes hipdtesis:
1) Por la accion de la enzima arginasa. Se tienen indicios de una mayor actividad de esta
enzima en el pulmon bajo condiciones normales o en procesos de reparacion del tejido
(164-187): mientras que en condiciones inflamatorias existe un aumento en la iNOS %9 EJ
metabolismo de la L-arginina por la via de la arginasa en el MN, es capaz de bloquear la
actividad de la iNOS © 46 8L 132,140, 149, 168, 169) - neasionando una supresion de las
funciones dependientes de arginina en el linfocito T (p.e. proliferacion y diferenciacion)
y en los macréfagos (p.e. produccion de NO) @4% 29 En el parénquima pulmonar los

MN muestran un menor potencial fagocitico comparado con los MN del alvéolo, lo que
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puede relacionarse con las células del parénquima pulmonar con un papel modulador de
la respuesta inmune en el tejido %, posiblemente asociado con el efecto que ejerce la
arginasa sobre esta poblacion ©* 118 128.129. 140) * A} ser este 16bulo uno de los primeros
lugares en donde llegan las particulas inhaladas y en ausencia de estimulos
inflamatorios (p.e. IL-1 e 1L-6) @2 ™ | efecto inmunomodulador del MN puede ser
benéfico, al evitar una excesiva e inadecuada respuesta inmune que puede dafiar al
tejido, ademas cabe recordar que las células utilizadas en este experimento provenian de
animales clinicamente sanos y no se observaron lesiones al extraer los tejidos. También,
la activacion del MN por la via de la arginasa provoca la expresion de receptores (p.e.

manosa, CD163, CD14, basureros o scavenger) & 18 119.128)

, los cuales pueden ser
menos avidos para detectar a los microorganismos comparados con los que se activan
por la via clésica en el MN. 2) Debido a los receptores para arginina. Puede existir la
posibilidad de que al carecer las células de estimulo (p.e LPS o INF vy) no se activara la
transferencia de arginina por medio de los trasportadores de aminoacidos catiénicos
(por sus siglas en inglés CATS) en especial el CAT2B. En condiciones basales, la célula
utiliza al sistema y*L para introducir a la arginina mediante diferentes transportadores
(LAT1 y LAT2) @) pero al activarse la célula, utiliza al sistema y* introduciendo la
arginina mediante CAT2B, siendo necesario para la activacion de la arginasa y la iNOS
(136-139, 141, 142, 172, 178) "y existen indicios que muestran que otros transportadores (p.e.

CAT1) pueden introducir arginina pero no en la misma cantidad que CAT2B 37,

Ademas, se ha observado que el transporte de arginina mediante CAT2B, es saturable

(174) (7, 81, 136, 138,

y compite por el sistema y* con otros aminoécidos (p.e. lisina y ornitina)

141, 172.179) 1o cual pudo contribuir al efecto observado en este I6bulo; por lo cual es

necesario realizar estudios en donde se pueda evaluar la concentracion de estos
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aminoacidos en el pulmon. Sin embargo, se recomienda tomar con mesura estos

resultados y si es posible repetir el estudio en este 16bulo.

7.3.3 Indice reductivo

A través de este indice, se evaluo el efecto de la L-arginina sobre la capacidad reductiva
de las células fagociticas del cerdo joven, mediante la observacion de la oxidacion del
NBT. Debido al papel que desempefia la arginina como precursor del NO 35 7:30.40,42-
%681 | interés en el estudio de este aminoacido ha aumentado. A consecuencia del
metabolismo de la arginina extracelular las células fagociticas generan NO (-5 30 3440,
43, 44,55, 138, 149, 176, 177) o] cyal a nivel inmunoldgico puede: 1) actuar en la defensa del
organismo al inhibir la sintesis de DNA & *? 2) modular la actividad de diferentes

células (p.e. dendriticas y linfocitos) “* &% 15% 16D

, /o 3) interactuar con otras moléculas
(O7) para la formacion de compuestos altamente toxicos para los microorganismos (p.e.

ONOO) (1,5,40,42, 43, 46)

Se observo un mayor indice reductivo en los PMN de SAN de cerdos que recibieron el
1% de L-arginina en comparacion con el grupo control (Figura 18). Diferentes estudios
han mostrado la capacidad de la L-arginina para estimular la actividad microbicida de
los PMN © 8. 146.177.178) ‘Npginard informé ©” que dietas ricas en arginina y glutamina
aumentaron el estallido respiratorio de este tipo celular en ratas. En humanos, la
administracion de diferentes concentraciones de arginina provoco en células PMN un
aumento en la produccion de H,O, y mieloperoxidasa a concentraciones de 0.5y 1mM
y disminuy6 la produccién de O, a concentraciones similares ™. Ademés, el

neutréfilo es capaz de producir NO, aunque en menor cantidad que el macréfago © 14¢
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7 aumentando el potencial fagocitico del PMN y regulando la actividad de la

NADPH-oxidasa ©* 9 no obstante no se conoce cdmo se realiza dicho efecto.

En los lIobulos diafragmaticos (LDD y LDI) de los animales que recibieron el
tratamiento se encontr6 un mayor indice reductivo, lo cual podria estar relacionado con
una mayor disponibilidad de arginina extracelular y/o en los transportadores para
arginina en estos lébulos o bien por la accion del NO en el pulmdn, el cual esta asociado
con diversas funciones (p.e. defensa del tejido, limpieza mucociliar, secrecion de moco,
ventilacion, irrigacién y neurotransmision) “4 173 179 189 v g produccién en exceso
puede ser responsable de algunas patologias (p.e. asma, hipertensién pulmonar) & 179,
Para sostener la produccion de NO es necesario que el animal cuente con una buena
disponibilidad de arginina extracelular 3% 181 'y, como ya fue mencionado existe un
mayor flujo sanguineo en estos I6bulos en diferentes especies ** %% %8 también,
existen indicios que muestran una elevada concentracion de NOS en las regiones
dorsales del pulmén humano ®®, lo anterior puede ser muestra de la llegada arginina en
una concentracién éptima a estos I6bulos. Ademas, al existir una cantidad adicional de
este aminodcido, se pudo inhibir la accién de la arginasa (por la accién de NOHA) © 4%
149 18D " pudiendo utilizar a los transportadores CAT2B (%6 138 178) " fomentando la
producciéon de NO, lo cual se vié reflejado en un indice reductivo superior en estas
células. Por otra parte, existe informacion que vincula a la arginina con un aumento en

la produccién de O,y NO en macréfagos peritoneales de ratas (32 149 183.184)

, Y aunque
la produccion de NO varia entre las especies (muy importante en roedores, vacas,
borregos y conejos) ¥ puede relacionarse este efecto de la arginina con los resultados

obtenidos en esta tesis. Por ultimo, cabe recordar que la reduccion del NBT es una

prueba utilizada para la medicion de la generacién de O, , por lo cual en estudios
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posteriores es necesario el empleo de técnicas utilizadas en otros estudios %> 9 que
permitan la medicion de nitratos o nitritos en los diferentes tejidos del modelo porcino,

para establecer el efecto del NO sobre la inmunidad innata.

En resumen, la administracion oral del 1% de L-arginina mostrd diferentes efectos sobre
las células del sistema inmune innato sistémico (SAN) y de la mucosa oral (TP) y
respiratoria (parénquima pulmonar y LB). Provocando una actividad fagocitica y
reductiva superior en PMN de SAN, una mejor capacidad de adhesion a las levaduras de
MN de TP, aumentando la capacidad de adhesion de MN de LDD, y disminuyéndola en
LAI, ademas de brindar una actividad reductiva superior en los l6bulos diafragmaticos.
Con los resultados anteriores se puede inferir que la administracion del 1% de L-
arginina en base al consumo diario de alimento puede inducir el aumento y modulacion

de la actividad de las células fagociticas del cerdo joven.
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8. Conclusiones

1. La técnica empleada para la obtencion de celulas y la prueba de fagocitosis en esta
tesis permitié la evaluacion del indice fagocitico, la capacidad fagocitica y el indice
reductivo de las células fagociticas sistémicas (PMN de SAN) y locales (MN de TP,

parénquima pulmonar y LB) de cerdos jovenes.

2. Se detectaron diferencias en esos indicadores entre los tejidos sistémicos y mucosales
de la siguiente forma: los MN de paréngquima pulmonar y LB tuvieron un indice
fagocitico y una capacidad fagocitica superior que los PMN de SAN y MN de TP;
mientras que los PMN de SAN mostraron un indice reductivo superior que los MN de
TP y parénquima pulmonar. Mostrando en condiciones normales, las células fagociticas
pulmonares tienen una actividad superior para capturar rapida y eficientemente a las
particulas que logran llegar al pulmon. Mientras que, los PMN de SAN desarrollan una

actividad microbicida més eficiente contra las levaduras ingeridas.

3. Las células fagociticas de los l6bulos pulmonares y LB mostraron diferencias
principalmente en: la capacidad fagocitica de MN de LAI fue superior con respecto a
los 16bulos diafragmaticos, como una adaptacion de las células medio hostil rico en
particulas. Y, el MN de LB fue mayor con respecto al MN de LDD, debido a que el MN
de LB presenta una superior actividad fagocitica posiblemente por su mayor expresion
de receptores para fagocitosis. También el MN de LB tuvo un indice reductivo superior
en comparacion con los MN de LAl y los Iébulos diafragmaticos, mostrando que es el
encargado de la eliminacién de las particulas ingeridas en el espacio alveolar; mientras

que los MN de parénquima pulmonar pudieran estar relacionados con la activacion de la
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inmunidad al migrar a los BALT. Ademas, se evidenciaron diferencias entre la
inmunidad que se desarrolla en el parénquima pulmonar y el LB, por lo cual se debe
descartar la idea de utilizar al LB como unico indice para evaluar la inmunidad

pulmonar.

4. El tratamiento con L-arginina estimulo la actividad de las células fagociticas como
sigue: en PMN de SAN se aumenté el indice fagocitico, la capacidad fagocitica y el
indice reductivo. Mejord el indice fagocitico de las células de TP y LDD posiblemente
debido a una mayor disponibilidad de arginina o CAT2B, permitiéndole a la célula una
mayor adhesion contra las levaduras. Disminuy6 el indice fagocitico y la capacidad
fagocitica de LAI, posiblemente por la accion de la arginasa y/o por una menor
expresion de receptores para arginina. Aumento el indice reductivo de los lébulos
diafragmaticos, al existir una mayor disponibilidad de sustrato para la NOS que

permitié el aumento en la produccion de NO.

5. La inclusion de la L-arginina en la dieta de cerdos jovenes estimulé a las células
fagociticas sistémicas (PMN) y de mucosas oral y pulmonar (MN) a diferentes niveles,

observandose un efecto superior en los l6bulos diafragmaticos.
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9. Apéndice de soluciones utilizadas

1) Solucién Salina Fisiologica (SSF)

Cloruro de sodio (NaCl)... .99
Agua destilada. .. ... ..o c.b.p 100 ml

2) RPMI incompleto (Medio de cultivo)

RPMI-1640 Medium (con L-glutamina y 20 mM HEPES sin bicarbonato)......... 1 frasco
Agua bidestilada... PP o3 o Y o I I I
Homogenizar y anadlr Ias S|gmentes soIUCIones

Penicilina/estreptomicing (L0 K Ul)........ouuiniiniie i e e e e 11 ml
Glutamina (200 MM ) ... e e e e e e e 11 ml
Piruvato (100 MM) ... e e e e e e e e e 11 ml
HEPES (10 MIM) ..ttt e et e e e e e e et e e e e e 11 mi

Ajustar el pH a 7.2-7.4 con solucién de bicarbonato de sodio (7.5% w/v) y esterilizar la
solucidn por filtracion en membrana de 0.22. Realizar prueba de esterilidad.

3) RPMI completo (Medio de cultivo)

RPMI-1640 Medium (con L-glutamina y 20 mM HEPES sin bicarbonato).........1 frasco

Agua bidestilada. ..........ooui i chp. 1L
Homogenizar y afiadir las siguientes soluciones:

Penicilina/estreptomicina (L0 K Ul).......coiiiiii i e e e 11 ml
Glutamina (200 MM).....e e e e 11 ml
Piruvato (100 MM ... e e e e e e e e e e 11 ml
HEPES (10 MM)...oviit i e e e e A1 m
Suero fetal DOVINO. ......cue i 110 ml

Ajustar el pH a 7.2-7.4 con solucién de bicarbonato de sodio (7.5% w/v) y esterilizar la
solucidn por filtracion en membrana de 0.22. Realizar prueba de esterilidad.

4) Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2-7.4,0.1 M

Cloruro de SOdio (NACH) ... e e e e e e e e e e e e aena 80
Cloruro de potasio (KCI)...... e e e 0.2¢g
Fosfato de potasio monobasico (KHzPOyg).....vvv i e 0.2¢g
Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (Na,HPO4 12H,0).........ccvvvvvennnn. 1.15¢

Disolver en 500 ml de agua bidestilada y ajustar el pH a 7.3 con HCL 1N 6 NaOH 5N



97

5) Gelatina al 1% para la obtencion de leucocitos

6) Solucion de lisis para eritrocitos

(O (o BT oo (=211 T0] 1 [ JAN PP 08¢
Bicarbonato de potasio (0.1 M).....cuieieii e e e e e 1ml
EDTA sal disddica dihidratada (0.1 M)......ooeiuiiinieiieie e e e 0.1 ml
Agua bidestilada. ..........ccoe i c.b.p. 100 ml

7) Azul de tripano
AZULAE TrIPANO. .. e e e e 049
8) Liquido de Turk

ACIAO ACELICO GIACIAL. .. ... .\ eeie e e e e e e e 3ml
Agua destilada..........c.ove e c.b.p. 100 ml

Adicionar 1 ¢ 2 gotas de azul de metileno

9) Nitroazul de tetrazolio (NBT)

Nitro azul de tetrazoliO........cc.oieiiiiieie e 290
Agua destilada..........c.eveiir i c.b.p.100 mi

El vial reconstituido es viable por 1 dia, mantener en refrigeracion.

10) Safranina

SATTANING. ...t ettt ettt r b e 10¢g
ELANO0T 95%0.....cciiceie et nres c.b.p. 95 ml
AQUua DIdestilada 5%0..........coveiiiiiiieieee e c.b.p. 5ml
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10. Gramos de L-arginina administrada oralmente por animal.

Fecha

12/02/2005
13/02/2005
14/02/2005
15/02/2005
16/02/2005
17/02/2005
18/02/2005
19/02/2005
20/02/2005
21/02/2005
22/02/2005
23/02/2005
24/02/2005
25/02/2005
26/02/2005
27/02/2005
28/02/2005
01/03/2005
02/03/2005
03/03/2005
04/03/2005
05/03/2005
06/03/2005
07/03/2005
08/03/2005
09/03/2005
10/03/2005
11/03/2005
12/03/2005
13/03/2005
14/03/2005
15/03/2005

Edad cerdo

25 dias + 2
26 dias + 2
27 dias + 2
28 dias * 2
29 dias + 2
30 dias + 2
31 dias + 2
32 dias + 2
33 dias + 2
34 dias + 2
35 dias + 2
36 dias * 2
37 dias £ 2
38 dias + 2
39 dias + 2
40 dias + 2
41 dias + 2
42 dias + 2
43 dias + 2
44 dias + 2
45 dias + 2
46 dias + 2
47 dias + 2
48 dias + 2
49 dias + 2
50 dias + 2
51 dias + 2
52 dias * 2
53 dias + 2
54 dias + 2
55 dias * 2
56 dias + 2

Semana

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

30 dias TX

Semana 5 *

CDA/C

510
417
413
613
727
871
1013
1292
1108
1237
1475
1418
1495
1767
2028
2300
2345
2667
2933
3003
3128
3613
3613
3920
4507
4402
4507
4717
4758
5070
4940
4940

CDAV/A (g)

102
83
83

123

145

174

203

258

222

247

295

284

299

353

406

460

469

533

587

601

626

723

723

784

901

880

901

943

952

1014

988

988

% ARG/Animal

1.02
0.83
0.83
1.23
1.45
1.74
2.03
2.58
2.22
2.47
2.95
2.84
2.99
3.53
4.06
4.60
4.69
5.33
5.87
6.01
6.26
7.23
7.23
7.84
9.01
8.80
9.01
9.43
9.52
10.14
9.88
9.88

CDA/C: Consumo diario de alimento por corral en gramos; obtenido del alimento
ofrecido el dia anterior menos el alimento recolectado en la mafiana del dia siguiente
(datos no disponibles). CDA/A: Consumo diario de alimento por animal (n= 5 cerdos)
en gramos. ARG: Arginina, la cantidad de arginina (1%) fue calculada en base al CDA
y se utiliz6 agua como vehiculo para su administracion por via oral. Los valores en
color azul indican el periodo de adaptacion (4 dias) otorgados a los cerdos. Los valores
en color rojo indican el inicio y el final del tratamiento. * Inicio de los sacrificios de los

cerdos.
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