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Resumen

Las grandes pérdidas econdmicas en la industria equina debidas a la alta mortalidad y morbilidad en
equinos neonatos con inmunodeficiencia por falla de transferencia pasiva, han despertado gran

interés por comprender mejor el sistema inmune del equino.

Los potros al nacer son inmunocompetentes, sin embargo, son altamente susceptibles a
infecciones si se les priva de calostro, pues dependen de los anticuerpos para protegerse de manera
inmediata de los patogenos. La maduracién del sistema inmune va ocurriendo durante el periodo
neonatal; sin embargo, en potros poco se sabe de los mecanismos de éste proceso de maduracion.
Este estudio, describe el comportamiento inmunolégico de una poblacion de 10 potros, asumiendo

como control adulto a las 10 madres y 6 yeguas no gestantes ni en periodo de lactacion.

Los objetivos consistieron en evaluar la actividad fagocitaria y estallido respiratorio en células
fagociticas, determinar la frecuencia de subpoblaciones linfocitarias a través de sus marcadores de
superficie y las concentraciones de inmunoglobulinas séricas en potros recién nacidos y durante los
primeros ocho meses de vida. Por citometria de flujo, se observé que, la capacidad de fagocitosis y
del estallido respiratorio con Staphyloccocus aureus estuvo presente desde el nacimiento, pero
menor que la evaluada en adultos, hasta el cuarto mes de vida en que se alcanzaron los niveles
maduros. De la misma manera, se analizaron las subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica,
obteniendo resultados que variaron con el desarrollo de los potros; ésta variaciéon con la edad,
también fue observada en los niveles de inmunoglobulinas, con el aumento de las concentraciones

séricas de IgA, IgM e IgG4.



1 Introduccion

El interés por el bienestar del caballo, desde la creacion de la disciplina veterinaria, perdura hasta
estos dias, los adelantos cientificos permiten la investigacion en salud equina, ademas los caballos
pueden actuar como modelos bioldgicos Unicos de la respuesta inmune a enfermedades infecciosas,

consecuentemente existe gran interés por desarrollar protocolos de investigacion en esta especie.

Actualmente la inmunologia equina es un campo de estudio activo e importante, la investigacion
para obtener conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos permite el control de algunas
enfermedades comunes y condiciones inmunopatolgicas de interés. En potros, los procesos
infecciosos son las causas principales de mortalidad y morbilidad neonatal; representando grandes
pérdidas economicas en la industria equina (1). Los potros al nacimiento son inmunolégicamente
activos, pero, su funcién inmune humoral y celular es débil. El desorden inmunoldgico mas comun,
clasificado como inmunodeficiencia secundaria es la “Falla de Transferencia Pasiva (FTP)”
caracterizada por hipogammaglobulinemia que les mantienen en alto riesgo de sepsis (2); el potro,
depende completamente de anticuerpos adquiridos pasivamente en el calostro materno para
proteccion en los primeros meses de vida. Poco se sabe del proceso de maduracion de su sistema
inmune, que parece comprometerse al nacimiento en consecuencia de condiciones ambientales o
extrinsecas (3); por lo anterior, el objetivo de este estudio es caracterizar la inmunidad en potros al

nacimiento, desarrollo y 8 meses pos-destete en condiciones de criadero.



1.1 Caballos Pura Sangre Inglés (PSI)

1.1.1 Historia y Origen

El caballo Pura Sangre Inglés (PSI) desciende de tres sementales arabes: Darley Arabian,

Godolphin Arabian y Byerly Turk.

El primer Stud Book se publico en 1791, por James Weatherby, tras amplia investigacion
catalogd 387 yeguas, descendientes de los tres sementales arabes. Todo caballo o yegua requiere
para ser admitido tener entre 8 6 9 corrientes de sangre pura, remontadas en el pasado al menos un

siglo y ademas descender de antepasados con presencia destacada en pruebas publicas (4, 5).

1.1.2 Caracteristicas de la Raza

Los caballos PSI corporalmente estan adaptados para correr largas distancias a gran velocidad;
su alzada es algo mayor de 1.63 m, cabeza fina, cuello largo y delgado, cruz elevada, espaldas
profundas, bien musculadas e inclinadas, patas largas y musculosas. Es capaz de recorrer 6 metros
de un tranco, alcanza velocidades de hasta 60 km por hora; y sus movimientos son suaves y

ritmicos.

Capas comunes: colorados, alazanes y prietos, son frecuentes las marcas blancas en cara (estrella,

cordon, etc.), y la mayoria suelen ser calzados (6, 7).



1.2 Inmunologia del Feto Equino

1.2.1 Inmunoglobulinas

En el feto equino inicia la produccion de IgM e IgG1, durante el desarrollo intrauterino, estudios
demuestran su produccién en suero de fetos mayores de 185 dias; lo que sugiere,
inmunocompetencia al nacimiento. La concentracion de IgM en suero de potros antes de amamantar
es de 16 mg/dl, aproximadamente; mientras que la de IgG es de 0.2 a 17 mg/dl, éste bajo nivel,

refleja probablemente el bajo grado de estimulacion antigénica en utero (8, 9, 10).

1.2.2 Linfocitos

El timo del feto equino es el primer 6rgano linfoide en desarrollarse; los linfocitos T estan
presentes en la organizacion timica corticomedular al dia 80 de gestacion, en sangre periférica por el

dia 120 y proliferan en respuesta a mitdgenos al dia 140.

En el bazo fetal estdn presentes capas linfociticas periarteriolares bien pobladas, centros
germinales bien desarrollados y respuesta significativa a mitégenos al dia 200; los nédulos linfaticos
periféricos y la lamina propia intestinal tienen Linfocitos B alrededor del dia 90, y se detecta
respuesta a mitdgenos en el nédulo linfatico mesentérico desde el dia 200. En general, diversos
estudios indican presencia de Linfocitos T y Linfocitos B funcionales al dia 100 y 200 de gestacién,

respectivamente (8, 10).

1.2.3 Citocinas

Las citocinas juegan un papel importante en el sistema inmune equino, durante la gestacion de
la yegua se han identificado hormonas, enzimas, células inmunes y otros factores, como: el factor de
crecimiento tipo insulina-Il (IGF-Il), el factor de crecimiento transformante-B1 (TGF-B1), el factor de
necrosis tumoral (TNF-a), IL-4 e IL-10, prostaglandina E2 y progesterona producida por placenta,
etc. Cada una de éstas tiene una funcién y comprenden interacciones feto-maternas especificas de

especie, fundamentalmente participan en: mantener el cuerpo lUteo, invasion del trofoblasto,



adhesion, implantacién, diferenciacion, crecimiento de la unidad placento-fetal, y mecanismos

inmunomodulatorios con el fin de evitar el rechazo inmunolégico del feto (11, 12, 13).

1.3 Calostro

1.3.1 Produccién y Componentes

El calostro es un fluido rico en nutrientes que producen las hembras gestantes y lo secretan
después del parto, contiene factores inmunes, de crecimiento y reparacion de tejidos. Las yeguas
pueden producir entre 1.8 — 2.8 litros de calostro, durante las ultimas dos o tres semanas de

gestacion, bajo influencia de estrogenos y progesterona.

El calostro contiene componentes solubles y celulares que juegan un papel importante en la
inmunidad neonatal y madurez intestinal; los solubles incluyen, entre otros: inmunoglobulinas,
hormonas, factores de crecimiento, citocinas, lactoferrina, CD14, enzimas y cantidades significativas
de elementos del complemento como C3, C4, lisozimas e interferdn; y los componentes celulares

son: linfocitos, macréfagos, neutrofilos, células plasmaticas y epiteliales (10, 14).

Las inmunoglobulinas contenidas en el calostro son transferidas de la sangre de la yegua a
través de receptores selectivos FcyR presentes en la superficie de células epiteliales de la glandula
mamaria; aunque en 1989, Kohn sugeria produccion local al no encontrar correlacion en la
concentracion de inmunoglobulinas entre suero y calostro de las yeguas; Curadi en 2001 determina
que existe correlacion significativa entre las concentraciones de IgG calostral e IgG sérica de la

yegua (10).

La inmunoglobulina predominante es IgG, con menores cantidades de IgA e IgM; y es la IgGb
(IgG4) la subclase de mayor presencia de las 1gG, seguida por IgGa (IgG1) e IgG (T) (IgG3). La
concentracion de IgA disminuye rapidamente en las primeras ocho horas después del parto y

apenas es detectable en 12 — 24 horas cuando la yegua es activamente succionada (9). También, se



demostr6 que cantidades detectables de anticuerpos IgE maternos son transferidos inmediatamente

por esta via al recién nacido (15).

Al calostro se le considera inmunoestimulante y protector de amplio espectro contra bacterias y
virus. La lactoferrina e IgG son las principales proteinas glicosiladas en preparaciones séricas de
calostro. En 1993 se descubrié un péptido inmunomodulatorio en el calostro, conocido como
polipéptido rico en prolina o PRP; éste, estimula timocitos inmaduros para convertirse en células T

funcionalmente activas (14).

1.3.2 Importancia Clinica

El valor bioldgico del calostro, es asegurar la proteccidn pasiva por medio de inmunoglobulinas y
células inmunocompetentes que contiene (16), puesto que la transferencia de inmunoglobulinas
maternas a feto equino no ocurre durante la gestacion, por el tipo de placentacion “epiteliocorial
difusa”, la cual es impermeable a macromoléculas, lo que explica la carencia de inmunoglobulinas en
el potro antes de tomar calostro y en consecuencia la deficiente capacidad de protegerse contra

patdgenos ambientales al nacer (17, 18, 19).

Debido a que el potro recién nacido es incapaz de montar una respuesta anamnésica rapida (4);
es necesaria la absorcidn de distintas clases y subclases de inmunoglobulinas calostrales a través
de lineas celulares especializadas del intestino delgado, durante las primeras 18-24 horas después
del nacimiento, pues pasado este momento ya no es posible su absorcién; la IgG otorga inmunidad

pasiva de 4 semanas que disminuye al quinto — sexto mes de edad (19, 20).

Cuando el potro consume calostro durante las primeras dos horas de vida, se registran IgG’s
séricas entre 12 y 18 horas después del nacimiento, con valores de 8 a 21 g/l; la absorcion de
macromoléculas tiene un pico muy corto después de nacer y disminuye rapidamente con una
eficiencia aproximada del 22 % a las 3 horas y menor de 1% a 20 horas; sin embargo, los
anticuerpos pasivamente obtenidos sufren degradacién catabolica; este descenso natural se
compensa por produccion temprana de anticuerpos propios, como resultado a la respuesta de
estimulos antigénicos ambientales (11, 21).



La privacion de calostro ocasiona falla parcial o total de transferencia pasiva (FPT) de
inmunoglobulinas, desorden reconocido como inmunodeficiencia; con una incidencia estimada de
entre 2.9y 25 %, aproximadamente en potros en Texas (1). De acuerdo a la concentracion sérica de

IgG’s (mg/dl) transferidas al potro la transferencia pasiva se clasifica en:

= Transferencia pasiva adecuada: =800 mg/dl
= Falla de transferencia pasiva parcial: 200 - 400 mg/dl
= Falla de transferencia pasiva total: <200 mg/d|
(22).

Un estudio que compara frecuencias de infecciones neonatales con niveles de 1gG en
poblaciones de potros; sefiala que la incidencia de infeccion y muerte es significativamente més alta
en potros con niveles de IgG séricos menores de 400 mg/dl (1). Por lo que, se consideran 400 mg/dl
como nivel minimo para proteger al potro de infecciones; sin embargo, también hay otros factores
que claramente tienen influencia en el desarrollo de una infeccién, como: tipo de manejo,
condiciones ambientales, virulencia del patégeno, continuo estrés y especificidad del anticuerpo.
Bajas concentraciones de Ig’s séricas en FPT predispone a problemas en potros menores de 2
semanas de edad (23); tal desorden, induce cominmente a sepsis en las primeras cuatro semanas

de vida, si no se detecta y trata oportunamente (19).



1.4 Sistema Inmune del Neonato Equino

Los potros estan expuestos a microorganismos inmediatamente después del nacimiento, ante
los cuales su sistema inmune no es capaz de responder adecuadamente, poco se conoce sobre su
proceso de maduracion; y los factores que contribuyen a la aparente susceptibilidad relacionada con
la edad, no estan bien definidos; sélo es capaz, de reaccionar a la estimulacion antigénica con una

respuesta inmune moderada y una formacion limitada de anticuerpos (21, 24).

La causa principal de morbilidad y mortalidad en potros recién nacidos es la sepsis; en una
revision de estudios, que realizd Gigueré en el 2005, se documenta que existe estudios una
correlacion positiva entre FTP y sepsis; aunque también, los potros con FTP pueden permanecer
saludables. En un estudio prospectivo, siete de ocho potros privados de calostro desarrollaron
signos clinicos de infeccidn y sepsis, confirmada por cultivos en cinco de éstos. Lo anterior, sugiere
que una concentracién baja de inmunoglobulinas, manejo inadecuado, estrés, enfermedades

concurrentes y virulencia del patégeno pueden contribuir al desarrollo de sepsis (10).

Entender mejor el funcionamiento del sistema inmune de los potros es crucial, para comprender
la susceptibilidad a enfermedades infecciosas y proporcionar profilaxis o tratamientos adecuados

contra la enfermedad (3).

1.4.1 Inmunidad Innata

En potros, la respuesta inmune innata juega un papel importante ante desafios de patdgenos
hasta que la reaccién inmune especifica se produce. El sistema inmune innato se compone de
células, factores humorales, y barreras de superficie, es una forma universal de proteccion del
huésped. Se han reportado deficiencias en la inmunidad innata y adaptativa que perjudican las

defensas neonatales del potro (12).



1.4.1.1 Fagocitos

Los macréfagos de potros, presentan alta capacidad fagocitica y liberacion de peroxido de
hidrogeno en la segunda semana de vida, que disminuye gradualmente, mostrando deficiencia
funcional que predispone a infecciones tempranas en el primer mes; sin embargo, ésta actividad
aumenta con la edad y es similar al adulto hasta los 5 meses. La poblacion de macréfagos en
lavados broncoalveolares es menor en potros que en adultos; aunque, se sugiere que el numero y la
maduracién no dependen de la edad ya que estas células fueron competentes al nacimiento, con

actividad fagocitica y estallido respiratorio similar a los fagocitos de caballos adultos (25, 26).

Los neutréfilos de potros menores de 7 dias de edad tienen capacidad microbicida disminuida,
en comparacion a la de caballos adultos sanos; la actividad de estallido respiratorio es menor entre
los 2 a 14 dias de edad; adicionalmente, el ejercicio intenso disminuye la fagocitosis y estallido

respiratorio; lo que, sugiere que esto contribuye a la alta susceptibilidad a infecciones bacterianas.

Colectivamente los estudios sugieren que las células fagociticas del potro recién nacido son
funcionalmente maduras pero en forma limitada posiblemente debido a la concentracidn reducida de
opsoninas en el suero del potro; y que no difieren de las de los adultos a partir de las tres semanas
de vida (10, 27, 28). También, en otras investigaciones se sefiala que los macréfagos y células
dendriticas tienen disminuida la expresion de moléculas co-estimulatorias, pero aumentada la de
citocinas inhibitorias como IL10 y TGF (14, 29).



1.4.1.2 Sistema del Complemento

La actividad del complemento en potros recién nacidos es del 13 %, al 64 % al primer mes de
vida y del 85 % al quinto, con referencia a la de los adultos. (10). En un estudio, se observo que la
estimulacion antigénica postnatal en ausencia de inmunoglobulinas resulta en activacion temprana
del complemento por via alterna, confirmando que la maduracion de la actividad del complemento en

potros neonatales es independiente de ingestion del calostro (30).

1.41.3 Células Asesinas Naturales (NK)

Las células asesinas naturales (NK) exhiben la capacidad de lisar células blanco infectadas o
transformadas sin exposicion previa a antigeno, juegan un papel vital en la respuesta inmune innata,
provienen de un progenitor comun de linfocitos, pero no expresan receptores de antigeno de células
T o inmunoglobulinas de superficie, representan una poblacion pequefia de las células
mononucleares sanguineas periféricas (PBMC); en otras especies estan bien caracterizadas,
mientras que, estudios en equinos son limitados. Estas células ayudan a proveer resistencia a
infecciones por patégenos intracelulares como los virus y limitar potencialmente el crecimiento de

tumores.

En 1999, Viveiros, identifico células NK en equinos por uso del anticuerpo monoclonal NK-5C6,
y, observd que NK's de circulacion periférica en caballos sanos tiene similitudes funcionales y
fenotipicas a células NK de humanos y roedores. El estudio indica que NKs equinas lisan células
negativas a MHC-I, esto, sugiere que su funcion puede regularse por mecanismos de
reconocimiento de MHC-l y por eso pueden expresar potencialmente receptores inhibitorios

especificos a MHC-I, como se reporté para NKs humanas y de roedores (31).

1.4.2 Inmunidad Adaptativa

El inicio de la respuesta inmune especifica requiere de la inmunidad innata para su induccion.
Las células presentadoras de antigenos (CPA) més importantes son las células dendriticas (CDs),
pero en el recién nacido tiene reducida su capacidad para expresar CD86 yCD40, y de igual modo

los ligandos correspondientes sobre los linfocitos. Estas moléculas de superficie son requeridas en
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las CPAs para dar sefiales de co-estimulacion a las células T para expandir clonas antigeno-
especificas (13). Sin embargo, aunque se sabe que la falla de transferencia pasiva de anticuerpos
maternos influye en la inmunocompetencia neonatal, la dinamica de respuesta mediada por células

T en potros permanece pobremente caracterizada (3).

El estrés mental y fisico es un factor que ejerce influencia sobre las funciones inmunes del
caballo; por ejemplo, el destete, evento que comprende: separacion de la madre y cambio de
alimentacion; sobre todo, si es realizado de manera abrupta, implica severo estrés fisiologico que

altera el comportamiento y disminuye la inmunidad celular del potro (28).

1.4.2.1 Inmunidad Humoral

En el caballo, el principal campo de estudio a nivel inmunolégico, habian sido los diversos
isotipos y sub-isotipos de inmunoglobulinas, el enfoque es hacia la estructura y diversidad de éstas
moléculas; en trabajos previos se investigaron el desarrollo de la inmunidad humoral, en especial,

aquellos con enfoque a problemas de vacunacidn por presencia de anticuerpos maternos (32).

1.4.2.1.1 Inmunoglobulinas

Las concentraciones de inmunoglobulinas séricas en recién nacidos post-lactados y caballos
maduros reflejan la dependencia del potro a la transferencia pasiva de inmunoglobulinas maternas a
esta edad. Concentraciones de IgG materna en potros tienen vida media aproximada de 18 dias
para IgG1, 32 dias para IlgG4 y 21 dias 1gG3/5 (33); en tanto que, Wilson (2001) reporta 27-29, 35-
39 y 35 dias, respectivamente (34). La vida media relativamente mas larga de IgG4 se asocia a la
gran cantidad transferida a través del calostro, y contribuye a la prolongada supresion de sintesis
enddgena. Las concentraciones de IgG materna son generalmente bajas a los seis meses de edad y
las de IgA e IgM disminuyen rapidamente con vida promedio de 3-5 dias, no detectables por la 3-4

semana de vida (10, 35).

La sintesis de 1gG1, 1gG3/5 e IgA enddgenas se detectd entre las primeras cinco a ochos

semanas de vida, en contraste, la producciéon endégena de IgG4 aparecié con demora; y de 12
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semanas a ocho meses de edad su concentracién fue menor que los niveles de 1gG1, IgG3/5 (9, 21).
La concentracién de IgG3/5 sérica, fue similar a individuos maduros; mientras que, IgG1 alcanzo
concentraciones mas altas, aunque ésta bajo gradualmente a los niveles en adultos por el resto del

primer afio.

Trabajos con potros privados de calostro o empleando calostro bovino, indican que la capacidad
de produccion de anticuerpos de novo esta presente, lo cual es coherente con inmunosupresion

materna no especifica observada en potros alimentados con calostro equino de manera normal.

Se ha observado que cuando las madres son menores de 15 afios, el 70% de los potros tienen
concentraciones de IgG séricas mayores de 800 mg/dl, en tanto que, el 45 % de aquellos con
madres mayores de 15 afos tuvieron concentraciones menores a los 800 mg/dl; por otra parte, los
potros y yeguas de raza Arabe y Pura Sangre Inglés tienen una mayor concentracion de IgG sérica e
IgG calostral (36, 37).

En caballos adultos la IgE se detecta en suero y leucocitos sanguineos periféricos, su
concentracion total tiene rangos amplios de unos cuantos a cientos de pg/ml, dependiendo del
individuo. Recientemente se detect6 la transferencia de IgE materna via calostral; por unién de ésta
sobre la superficie celular de un porcentaje pequefio de leucocitos sanguineos periféricos a través
de receptores FceR, las poblaciones celulares IgE+ se componian de: basdfilos 32%, monocitos y/o

linfocitos grandes 53%, linfocitos pequefios 13% y eosindfilos 2%, aproximadamente.

En potros recién nacidos, antes de tomar calostro no se detectd IgE sérica o IgE unida a
leucocitos periféricos, fue detectada entre el 2do y 5to dia de edad; se observo que entre el quinto y
séeptimo mes de edad desaparecen los anticuerpos IgE de origen materno, y que la produccion
enddgena inicia a los 9 — 11 meses de vida (15).
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1.4.2.2 Inmunidad Celular

En los neonatos, la respuesta inmune celular, que provee defensa efectiva en contra de
patogenos intracelulares, es deficiente provocando durante el periodo neonatal la vulnerabilidad del

potro ante patdgenos especificos tales como Rhodococcus equi y rotavirus (38).

Los potros nacen con conteo adecuado de linfocitos, que aumenta por el tercer mes de edad,
principalmente las células CD8+ seguidas de las células B; lo que refleja la exposicion a patégenos

ambientales. (26).

1.4.2.21 Linfocitos T

El desarrollo postnatal se acompafia de un aumento en el tamafio del compartimiento de
linfocitos y presencia de células primerizas. Un sistema inmune inmaduro implica inmunidad débil
ejecutada por linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2); y los neonatos frecuentemente manifiestan vias
inapropiadas para respuestas de células Th2 que inducen en células B la produccién de IgG1 e IgE,
evocando fuerte respuesta de anticuerpos a infecciones parasitarias, bacterias extracelulares y
reacciones alérgicas. Las respuestas Th1 se favorecen en presencia de infecciones virales y
bacterianas intracelulares, su funcioén es: aumentar la citotoxicidad, reclutar células inflamatorias y
producir anticuerpos selectos de clase 1gG2, pero su expresion relativamente baja al nacimiento

sugiere respuesta Th1 reducida.

Los potros neonatos tienen significantemente pocos linfocitos T expresando complejo principal
de histocompatibilidad clase Il (MHC II) sobre su superficie; tal expresién aumenta progresivamente
y alcanza niveles de caballos adultos a los cuatro meses de edad; lo que sugiere que hay un

desarrollo progresivo de linfocitos T antigeno-activados (3, 10, 39).

A nivel pulmonar los porcentajes de linfocitos aumentan en relacion con la edad, excepto
macréfagos que presentan porcentaje bajo. Aunque el desarrollo del sistema inmune respiratorio
continua, los cambios en sangre periférica, la expansion, activacién y migracion celular ocurre a

paso lento, con susceptibilidad a patdgenos previo a la madurez 6ptima del sistema inmune (26).
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Evaluar la inmunidad celular es mas complicado en relacion a la humoral, porque solo algunos
fenotipificadores de linfocitos que proveen informacién Util sobre el niumero y porcentaje de linfocitos
T estan disponibles comercialmente. Giguere (2005), sefiala que la Unica prueba de campo para
inmunidad celular en la practica clinica, es la respuesta a inyeccién intradérmica de fitohemaglutinina
(PHA) que evalla, respuestas del tipo de hipersensibilidad retardada por parte de linfocitos T.
Existen pruebas in vitro que evaltan la funcién inmune mediada por células, pero requiere de un
laboratorio de investigacion donde realizarlas, por ejemplo: ensayos de proliferacion de linfocitos en
respuesta a mitogenos comunmente empleados tales como concanavalina A (ConA) o PHA

(linfocitos T) y lipopolisacaridos (linfocitos B) (10).

Smith  (2002), inmunofenotipifico con distintos anticuerpos monoclonales las poblaciones
celulares de potros raza Cuarto de Milla, y determind que la concentracion absoluta de los
subgrupos de linfocitos y leucocitos totales se incrementan significantemente con la edad; aunque

este incremento fue menor que el reportado en estudios previos. (40)

1.4.2.2.2 Linfocitos B

El conteo absoluto y porcentaje de linfocitos B en sangre periférica es mas alto en potros que en
caballos adultos. Representa menos del 30% de los linfocitos sanguineos, mientras que, en adultos
es entre 10 - 20 % (10).

Las células B neonatales tienen una baja expresion de Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC) clase II; la escasez de CD86 y su ligando sobre células T provoca falta

de co-estimulacioén y entorpece la comunicacion cruzada entre células By T (14).
El porcentaje de células B es més alto en potros de dos a cuatro meses de edad que en caballos

adultos; periodo que coincide con aumento de concentracién sérica de IgM e IgG e indica activacion
de respuesta inmune humoral (26).
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1.5 Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC)

Los linfocitos T reconocen solo antigenos procesados y presentados como fragmentos
peptidicos asociados con moléculas del MHC sobre las superficies celulares. La presentacion de
antigenos enddgenos a los linfocitos T CD8es via MHC-I; mientras que la de los antigenos exdgenos
a los linfocitos CD4_es via MHC-II. Los linfocitos T CD4 y CD8 constituyen dos subpoblaciones con
roles funcionales distintos; por lo que el tipo de respuesta de linfocito T al antigeno depende de la

clase de MHC en que se utilice (39).

1.5.1 Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase-1 (MHC-I)

Las moléculas MHC-l son glicoproteinas que se expresan sobre células nucleadas; son
reconocidas por receptores de células T (TCR) sobre linfocitos T CD8+ iniciando una respuesta
inmune especifica, esto provee vigilancia inmunoldgica contra patdgenos intracelulares. También,
regulan la inmunidad innata por ligandos para receptores inhibitorios sobre células asesinas
naturales (NK), causando una inhibicion de efecto de actividad citolitica mediada por NK. Estudios
previos indican presencia de al menos 16 y hasta 33 genes de MHC clase | en el genoma equino; los
cuales se localizan en tres grupos: (A) en el extremo BTNL2 de la regién de Clase II, (B) en la union

de regiones Clase lll y Clase I, y, (C) entre regiones GNL1 y TRIM26 en la Clase I. (39, 41)

1.5.2 Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase-Il (MHC-II)

La expresion de MHC-Il estd restringida a células presentadoras de antigenos (CPA), e
interacttan sélo con linfocitos CD4+; sin embargo, una caracteristica inusual del MHC-Il equino es
que se expresa también sobre linfocitos T circulantes. Un estudio demuestra que la falta de
expresion de MHC-Il sobre linfocitos T de potros de un dia de edad puede indicar la ausencia de
linfocitos T de memoria en la circulacion periférica, esto, en conjuncion con la falta de exposicion

previa a antigenos extrafios, aumenta la susceptibilidad del potro a microorganismos patégenos. (39)
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1.6 Citocinas

En equinos, al igual que en otras especies, se han detectado que la IL-12 promueve
selectivamente la diferenciacion de células T CD4+ virgenes en células Th1 CD4+ efectoras; su
disminucién puede vincularse a deficiencia de IFNy en recién nacidos, pues, junto con IL-23 bajo
infeccién o estimulacion directa con productos microbiales inducen produccion de IFNy por parte de
células NK; igual que, IL-18, conocido como factor inductor de IFNy, (4, 11, 13). Interleucina 4 (IL-4)
tiene efectos inmunoregulatorios sobre células B y T, monocitos, dendriticas y endoteliales, e

incluyen células no inmunes y fibroblastos (42).

IFNow equino tiene amplia actividad antiviral y también inhibe la proliferacion de linfocitos, en
tanto que IFNy muestra efectos inmunomodulatorios sobre monocitos y aumenta la expresién de
MHC-II (31,36). Recientemente, se demostré que la capacidad de caballos adultos para eliminar
infecciones con R. equi virulento depende de la produccién de IFNy con generacion alterna de
respuesta de linfocitos T citotdxicos especifica a R. equi sin restriccion de MHC. La deficiencia de
IFNy resulta en baja produccion de citocinas Th1 por células T CD4+ virgenes; aunque, ahora se ha
aceptado que bajo condiciones apropiadas de estimulacion las células T neonatales pueden producir
IFNy. Esto, sugiere que los neonatos son Th1 inmunocompetentes, pero con alto umbral para activar
respuestas Th1. Su deficiencia es pronunciada en potros menores de tres meses de edad, lo que

puede explicar la susceptibilidad a enfermedades infecciosas (32, 38, 43).
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1.7 Pruebas de Funcionalidad Celular

1.7.1 Fagocitosis

La evaluacion in vitro de fagocitosis es util para evaluar la integridad funcional de los neutréfilos
y macrofagos para adherir, ingerir y degradar particulas extrafas, que es el proceso por el cual
llevan a cabo su papel protector en un organismo. Los ensayos de fagocitosis por citometria de flujo
en equinos, se han usado en algunas investigaciones; pero su aplicacion aun es limitada como
prueba de diagnostico clinico para evaluar la respuesta inmune a enfermedades infecciosas o
inmunodefiencias (10, 27, 44, 45, 47, 48, 49).

1.7.2 Estallido Respiratorio

El metabolismo oxidativo o estallido respiratorio, es evaluado generalmente como un indicador
de muerte dependiente de oxigeno por fagocitos. La actividad de estallido respiratorio puede
medirse por la conversion de componentes no fluorescentes como la dihidrorodamina 123 (DHR) a
su producto oxidado rodamina123 (RHO) que emite fluorescencia verde; la reaccién es provocada
tras la formacion de oxidantes como peréxido de hidrégeno previa estimulacion de granulocitos y
monocitos. La DHR pasa libremente a través de las membranas celulares en donde, como RHO

tiende a acumularse en la mitocondria (26).

El ensayo por citometria de flujo se determina en base a la medicién de reacciones oxidativas
intracelulares; el principio basico es que las células sean cargadas con substancias precursoras no
fluorescentes que enseguida oxidan un producto fluorescente por los componentes del estallido
respiratorio. En células estimuladas, la fluorescencia emitida por la conversiéon de DHR a RHO es
proporcional al nivel de activacion de fagocitos seguida de la ingestion de bacterias opsonizadas y
no opsonizadas. (26, 27, 46, 47, 48)
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1.8 Determinacion de Subpoblaciones Linfocitarias a través de Expresion de
Moléculas de Superficie

Actualmente se analizan células automaticamente, a detalle y con gran eficacia a través del
citometro de flujo mediante el uso de anticuerpos monoclonales marcados. Smith (2002) y Flaminio
(2000) midieron la presencia de cambios de las principales subpoblaciones linfocitarias en potros
durante periodos determinados a partir del nacimiento y en ambos proyectos se observo aumento
lineal dependiente de la edad. A nivel clinico, éstas técnicas de inmunofluorescencia han sido
aplicadas para determinar respuesta a infecciones microbiales y para diferenciar leucemia equina.
Ahora un mayor numero de anticuerpos de uso especifico en equinos son disponibles
comercialmente, por ejemplo: EQCD4, EqCD5, EqCD8, entre otros (26, 40, 45, 50).

1.9 Ensayos de Inmunoadsorbencia Ligada a Enzimas (ELISA)

Los ensayos cuantitativos de concentracion de inmunoglobulinas, son importantes para evaluar
la inmunidad humoral; como ya se ha mencionado, la sobrevivencia natural del potro depende
completamente de los anticuerpos maternos pasivamente obtenidos del calostro; debido a esto,
medir la concentracion de Ig’s, principalmente 1gG, en suero y calostro es necesario para determinar
su condicion inmune. Por lo anterior, y por el uso de antisueros hiperinmunes equinos en terapias y
profilaxis de enfermedades en humanos, el estudio de las inmunoglobulinas equinas habia sido el
principal enfoque en la investigaciéon del sistema inmune equino. Hoy en dia, existen pruebas
disponibles comercialmente utiles para determinar rapidamente concentraciones séricas de IgG
principalmente; también, se siguen estandarizando ensayos de ELISA para precisar nueva
informacion de las inmunoglobulinas del caballo, como recientemente se hizo con la IgE, en Wagner
(2006) (15, 21, 45, 50, 51).
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1.10 Citometria de Flujo

La citometria de flujo se puede utilizar como método analitico para fenotipificar poblaciones
celulares. Requiere de un instrumento especializado (citdmetro de flujo) que mide la emision de
fluorescencia, determinando el numero y el tipo celular; por la deteccion de moléculas caracteristicas en
su superficie mediante un anticuerpo especifico marcado con un fluorocromo. Esta herramienta ha sido
de gran importancia en la investigacién biomédica, pues hace posible trabajar con células vivas. En la
inmunologia equina, ha sido utilizado principalmente para evaluar la actividad fagocitaria y del estallido
respiratorio, también para la determinacién de subpoblaciones linfocitarias, entre otras aplicaciones (10,
27, 52).
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1.11 Justificacion

El potro al nacer tiene completa dependencia de la transferencia inmunologica que la madre le
confiere a través de las inmunoglobulinas y otros componentes presentes en el calostro; por lo que
conocer la actividad inmunoldgica del potro desde su nacimiento al destete y dos meses después de
éste, mediante la determinacion de cantidad de células del sistema inmune y evaluacion de su
funcionalidad, favorece el diagndstico y la eleccidn terapéutica mas apropiada de potros con
problemas clinicos. También, permite identificar la etapa o etapas de mayor susceptibilidad al
observar el momento en que empieza a declinar la inmunidad calostral para establecer calendarios
de vacunacion y otras lineas de investigacion que proporcionen alternativas de tratamiento o

prevencion.

1.12 Hipotesis

Si los potros sufren de respuesta inmunolégica baja al nacimiento, que los hace completamente
dependientes de la inmunidad pasiva, transferida por la madre a través de la ingestion de calostro
en las primeras doce horas de nacido; entonces; su comportamiento inmunoldgico en los primeros
ocho meses de vida, presentara una respuesta inmune deficiente r detectable en la concentracion de

inmunoglobulinas asi como en el numero y funcionalidad de las células del sistema inmune.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar si existen variaciones en el sistema inmune de los potros, a través de un perfil

inmunolégico; para identificar posibles etapas de susceptibilidad.

2.2 Objetivos Particulares

Evaluar la actividad fagocitica y estallido respiratorio en fagocitos sanguineos provenientes

de potros durante los primeros ocho meses de vida.

= Determinar la frecuencia de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica obtenida de

potros recién nacidos por un periodo de ocho meses.

= Cuantificar inmunoglobulinas séricas: IgG4, IgM e IgA de muestras sanguineas colectadas

de potros por los primeros ocho meses de vida.

= Cuantificar inmunoglobulinas: IgG4, IgM e IgA de calostro.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Sujetos de Estudio

e 10 Potros neonatales

3.2 Sujetos de Referencia

e 10 Yeguas madres

e 6 Yeguas no gestantes

3.3 Numero de Animales Totales

Potros 10

Yeguas madres 10

Yeguas no gestantes 6

26

3.4 Criterio de Inclusion

3.4.1 Potros neonatales:

» Raza Pura Sangre Inglés

= Recién nacidos clinicamente sanos

3.4.2 Yeguas madres y yeguas no gestantes:

= Raza Pura Sangre Inglés
= Sanas, de 5 - 15 afios de edad
= Yeguas madres: que no presenten problemas durante el parto
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3.4.3 Evaluacion clinica del potro:

e Examen fisico al nacimiento, que contempla:

Frecuencia cardiaca

80 — 120 latidos / minuto

Frecuencia respiratoria

40 - 80 respiraciones / minuto

Color de mucosas

Rosas

Tiempo de llenado capilar

2 - 3 segundos

Temperatura

375-388°C

e Comportamiento neonatal normal, es decir: capacidad de levantarse, ingerir calostro y

arrojar meconio, en parametros marcados por la literatura. (23, 25)

Cada parto fue observado para evaluar al potro recién nacido con respecto a los criterios

mencionados y tomar las muestras sanguineas del potro y la madre, evitando manejos excesivos.

En los muestreos posteriores se tomaron todas las medidas de seguridad para evitar riesgos por

manejo. Los individuos de estudio se ubicaron en el Rancho Sayavedra (Boulevard Condado

Sayavedra 138, Fraccionamiento Condado Sayavedra, Atizapan Zaragoza, Edo. de México, C.P.

52938) hasta los seis meses de edad y después del destete, fueron llevados al Centro Internacional

Ecuestre Santin, Av. Miguel Aleman No. 2, Cont. Boulevard Aeropuerto, Col. Sauces, Toluca, Edo.

de México, C.P. 01250.
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3.5 Disefo Experimental

MODULO DE EQUINOS o INMUNOLOGIA, ENCB - IPN
(CEA -FES CAMPO 4) LAB 8, FES CAMPO1 - UNAM e CINVESTAV
RANCHO SAYAVEDRA

_| YEGUA

-

CALOSTRO

ELISA: Cuantificacion
POTRO

de inmunoglobulinas

\ 4
Coleccion de muestras sanguineas:

*Toma1: antes de la ingestién de calostro
*Toma 2; 24 horas posparto

+ Tomas siguientes: mensual hasta el octavo
mes

v

LEUCOGRAMA

PROTEINAS PLASMATICAS
TOTALES

v

SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS

Y

CITOMETRIA DE FLUJO

FAGOCITOSIS
ESTALLIDO
RESPIRATORIO

v

FIGURA 1. Diagrama de flujo. Se detallan: lugares de estancia de los equinos, tomas de muestras, su proceso y

analisis de las mismas; los tiempos de coleccion de muestras y las pruebas que se realizaron.
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3.6 Coleccion de Muestras

a) Las muestras sanguineas se tomaron via venopuncion yugular externa.

b) Se emplearon tubos con heparina para pruebas de funcionalidad: fagocitosis — estallido
respiratorio, asi como inmunofenotipificacion; tubos con EDTA para conteo leucocitario total
y diferencial; y tubos sin anticoagulante para coleccion de suero.

c) La obtencion de muestras se realizd al terminar el proceso del parto, tanto en la madre como
al potro; en éste Ultimo se realizé antes de ingerir calostro; la segunda toma, 24 horas
posparto y posteriormente se procedi6 mensualmente hasta el octavo mes (Tabla 1, ver
anexo).

d) Muestras de 30 ml de calostro se obtuvieron por ordefio, colectandolas en tubos de 50 ml.

e) Las muestras se transportaron en termo con refrigerantes y almacenaron bajo refrigeracion

hasta su proceso.

3.7 Conteo Leucocitario Total y Diferencial

La cuenta y diferenciacion leucocitaria se obtuvo por técnicas basicas de laboratorio.

3.8 Determinacion de Proteinas Plasmaticas Totales

Las muestras de sangre colectadas en tubos con EDTA, se centrifugaron a 3000 rpm / 10
minutos y se depositd una gota del plasma separado en un refractometro manual y se tomé la

medicion.

25



3.9 Fagocitosis y Estallido Respiratorio

3.9.1 Cultivo y tincion de Staphylococcus aureus (Sa)

Se sembrd Staphylococcus aureus (Sa) (ATCC 6538P) en agar BHI y se incub6 por 12 — 18
horas, después se cultivé una colonia en caldo BHI por 8 horas, que al terminar fue inactivado en
bafio maria a 70° C / 60 minutos. Se centrifugd a 2000x g /10 min / 4° C, y posteriormente se
decantd, resuspendi6 y se hicieron tres lavados de la misma forma, con Solucién Salina Balanceada
Hanks (HBSS, no. Catélogo 14185-052, Gibco-Invitrogen) los dos primeros y con PBS estéril el
tercero. Se determin6 la concentracion de bacterias por espectrofotometria a 540 nm, y, se ajustd la
cantidad de bacterias a 1x109/ml. La tincién con yoduro de propidio (PI) fue a concentracién de 100
pg/ml. A volimenes iguales, se mezcld la solucidon de Staphylococcus aureus y de yoduro de
propidio (Sa-Pl) para incubar por 60 min / temperatura ambiente / en agitacion; transcurrido el tiempo
se lavaron tres veces, dos con PBS estéril y uno con RPMI 1640 centrifugando a 2000x g/10
min/4°C; finalmente el botdn se resuspendié en RPMI 1640 con el volumen necesario para ajustar a
2x10'%ml, la solucion Sa-Pl se mantuvo almacenada en congelacion a — 70°C hasta su uso.
(Técnica modificada de Smits, 1997)

3.9.2 Fagocitosis — Estallido Respiratorio

En un tubo de polipropileno se depositaron 5 pl de medio RPMI 1640, 5 ul de bacterias Sa-Pl
(excepto controles) y 15 ul sangre completa equina, se agitdé suavemente e incubd por 10 minutos /
37°C, enseguida se agregaron 5 ul de DHR 123 a 10uM, de nuevo, se mezcld e incubd por 10 min /
37°C. Posteriormente, se afiadieron 200 pl de solucién de lisis, se agitd e incubd otros 10 min a 4°C;
lo siguiente fue centrifugar a 400x g / 5 min, decantar y resuspender. Se realizaron dos lavados con
500 pl de PBS filtrado (pH 7.2), centrifugando a 400x g /5 min. La ultima resuspension, fue con 200
ul de paraformaldehido 1%, almacenando en oscuridad a 4° C hasta el momento en que fueron

analizadas en el citometro de flujo. (Técnica modificada de Smits,1997)
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3.10 Determinacion de Subpoblaciones Linfocitarias

La proporcion de subpoblaciones linfocitarias se determind por citometria de flujo a través de sus
marcadores de superficie, empleando los siguientes anticuerpos monoclonales: EqCD2+ (clona
HB88A), EqCD4+ (clona HB61A), EqCD5+ (clona HB19A), EqCD8+ (clona HT14A), EqCD172a+ o
EqGM1+ (clona DH59B), EqlgM+ (clona 1.9/3.2), EQMHC-I+ (clona H58A) y EqMHC-II+ (clona
H42A), todos de VMRD., Inc. A concentraciones de: 1:50, 1:2000, 1:8000, 1:8000, 1:3200, 1:50,
1:200, y 1:3200, respectivamente.

En tubos de poliestireno se depositaron 5 pl del Abmo, a excepcién de los controles, 10 ul de
sangre completa equina, se mezcld e incubd por 20 minutos / 4°C; a continuacion se agregaron 100
ul de solucion de lisis, y se agitd e incubd por 10 min / 4°C. En seguida se centrifug6é a 400x g / 5
min / 4° C, se decantd y resuspendio. Se realiz6 un lavado con 500 pl de PBS filtrado, centrifugando
a 400x g / 5 min, decantando y resuspendiendo para depositar 10 pl de anticuerpo secundario de
oveja anti-raton conjugado con FITC (excepto control) e incubar 20 min / 4°C; luego, se dio otro
lavado igual al anterior y se resuspendié con 200 pl de paraformaldehido 1% para fijar y conservar a

40C hasta su lectura. (Técnica modificada de Flaminio, 2000)

3.11 Cuantificacion de Inmunoglobulinas por ELISA

Las muestras de sangre sin anticoagulante fueron centrifugadas a 3000x g por 10 minutos para
separar el suero; éste, fue almacenado a — 70° C hasta el momento de utilizarlo. Las muestras de
calostro (30 ml) se centrifugaron a 3700x g por 15 minutos a 4° C para remover grasa y restos

celulares, igual que el suero, se mantuvieron a —=70° C.

Las concentraciones de IgG4, IgA e IgM en muestras séricas y de calostro fueron determinadas
por ELISA con los kits comerciales: Horse IgGb ELISA Quantitation Kit, Horse IgM ELISA
Quantitation Kit, Horse IgA ELISA Quantitation Kit, nos. de catalogo: E70-127, E70-114 y E70-116,
respectivamente, Bethyl Laboratories, Inc., USA. El procedimiento del ensayo fue conducido de

acuerdo a las instrucciones del laboratorio fabricante (20).
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El analisis estadistico se realiz6 por comparacion de medias a través de la prueba de Tuckey y
Andlisis de Varianza, con un nivel de significancia de P<0.05, los datos se analizaron utilizando el

software estadistico GraphPad Prism versién 5.00 para Windows.

4 Resultados

La poblacién de potros del estudio cumplieron con los criterios de inclusion al nacimiento, (ver
diagrama de flujo Figura 1); seis de los potros enfermaron en distintos momentos durante el trabajo,
y fueron tratados con: antibiéticos por 15 dias; tres de ellos recibieron terapia de fluidos y otros
farmacos de apoyo para aparato digestivo. Dos de los potros del estudio quedaron huérfanos al mes
de vida, por lo que, su destete fue muy temprano, se les suministré leche y alimento peletizado
comerciales. También se llevaron a cabo calendarios de desparasitacion y vacunacion en éste

periodo, con los mismos farmacos en igualdad de dosis.

Los datos de las fechas de parto, de las yeguas madres, de las yeguas no gestantes y el

calendario de muestreo en potros, pueden consultarlos en el anexo 7.

41 Parametros Hematoldgicos

Los conteos leucocitarios totales y diferenciales, se realizaron de manera rutinaria, en cada toma
de muestra; asi como, la medicion de proteinas plasmaticas totales. En el anexo 7, se muestran las

tablas de resultados y graficas representativas de éstos mismos.

28



4.2 Fagocitosis y Estallido Respiratorio
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Figura 2. Histogramas y gréficas de dot plot representativos de fagocitosis y estallido respiratorio de cuatro

individuos: yegua madre, yegua no gestante, potro recién nacido y potro de ocho meses de edad.
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Figura 3. Porcentajes de células en sangre periférica con actividad fagocitaria y estallido respiratorio, de potros
desde el nacimiento hasta 240 dias de edad. En la grafica se presentan las medias y la desviacion estandar de los
valores obtenidos a partir de 10 potros y de los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes.

El * = diferencia significativa en relacion al dia 0 de edad. El valor de P< 0.0001.

Se encontrd que la actividad fagocitica y de estallido respiratorio de los potros recién nacidos (dia
0) fue en promedio del 91.31% y del 91.13% en el dia 1, siendo éstos, los porcentajes mas bajos de
todos los grupos. La fagocitosis aumenté con la edad después del dia 1, al dia 30 se observé un
porcentaje de 92.17%; los resultados obtenidos entre el dia 60 y el dia 120 mostraron similitud,
presentaron valores de 95.43, 95.59 y 95.80% respectivamente. En relacion a la actividad fagocitica
y de estallido respiratorio de los potros en el dia 0, hubo diferencia estadisticamente significativa con
respecto a los valores promedio de las madres, ya que, en los demas dias, los potros presentaron un
rango de 90.86% a 98.75%, quedando el porcentaje de las madres dentro de éste. (Fig.3)
Tabla 1. Medias, desviacion estandar y medianas de los porcentajes de fagocitos con actividad fagocitaria y

estallido respiratorio de 10 potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10)
y de yeguas no gestantes (n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes
Promedio 91.31 9113 9217 9544 9559 958 9876 9757 9654 984 | 95.18 95.67
Desv. Estandar | 7.171 5696 6.447 2709 4297 2433 1438 345 4572 1293 | 6.313 2.725
Mediana 9477 9199 89.27 9584 97.01 9627 99.11 9886 985 98.81 98.1 95.87
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Figura 4. Histogramas y graficas de dot plot representativos de subpoblaciones linfocitarias en un adulto (yegua
madre). Se determin6 por citometria de flujo los siguientes marcadores: CD2+, CD4+, CD5+, CD8+, IgM+, CD172+,

MHC-I+ y MHC-II+.
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Figura 5a. Histogramas y graficas de dot plot representativos de un potro recién nacido y uno de ocho meses de

edad. En esta figura se muestran los siguientes fenotipos celulares analizados por citometria de flujo: CD2+, CD4+,

CD5+, CD8+.
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Figura 5b. Histogramas y graficas de dot plot representativos de un potro recién nacido y uno de ocho meses de

edad. En esta figura se muestran los siguientes fenotipos celulares analizados por citometria de flujo: IgM+, CD172a+,

MHC-I+ y MHC-I1+.

33



LINFOCITOS CD2+ (%)
1

0

1
30+
60 -
90 -
120 4
150 1
180 4
2101
240 -

MADRES -+

DIAS DE EDAD

NO GESTANTES -

Figura 6. Porcentaje de linfocitos CD2+ en sangre periférica de potros desde el nacimiento hasta 240 dias de
edad. En la gréfica se presentan las medias y la desviacidn estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros y de
los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes. El * = diferencia significativa en relacion al

dia 0 de edad y el # = diferencia significativa en relacion a las madres. El valor de P< 0.0001.

Se estudio el porcentaje de linfocitos CD2+ en 10 potros, durante sus primeros ocho meses de
vida. Los potros al nacer iniciaron con una poblacién de linfocitos CD2+ del 62.42%; mostrando
diferencia significativa con relacion al dato obtenido en las yeguas no gestantes. Los porcentajes de
linfocitos CD2+ en el dia 1y en el dia 60, tuvieron diferencia significativa con respecto a los valores
conseguidos en las yeguas madres. (Tabla 2) En la figura 6, se observd que la poblacién de
linfocitos CD2+ en sangre periférica de potros, aumento con la edad, sin alcanzar los niveles de
adultos. El analisis de ANOVA se realizd con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 2. Medias, desviacion estandar y medianas de los porcentajes de linfocitos CD2+ en sangre periférica de

10 potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no
gestantes (n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes

Promedio | 62.42 58.74 6245 6187 6644 6695 6447 6462 6838 676 69.73 71.41

Desv. 19750 6171 534 3009 3654 1927 3643 3104 5972 4504 4.986 1.792

Estandar

Mediana | 659 5658 64.08 623 6722 6729 6483 6508 68  67.84 69.68 71.63
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Figura 7. Porcentaje de linfocitos CD4+ en sangre periférica de potros desde el nacimiento hasta 240 dias de
edad. En la grafica se presentan las medias y la desviacion estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros y de
los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes. El * = diferencia significativa en relacion al

dia 0 de edad y el # = diferencia significativa en relacion a las madres. El valor de P< 0.0001.

El porcentaje promedio de linfocitos CD4+ en potros recién nacidos fue de 37.03%; con respecto
éste, se observd un aumento significativo de linfocitos CD4+ en el dia 30, y, también presento
diferencia significativa con el resultado determinado en las yeguas no gestantes. El porcentaje de
linfocitos T CD4+ mas bajo se present6 en el dia 150 de edad, con un 35.43%, el cual, mostrd
diferencia significativa con el dato obtenido en las yeguas madres. EI ANOVA se llevo a cabo, con un
95% de significancia. (Fig. 7 y Tabla 3)

Tabla 3. Medias, desviacion estandar y medianas de los porcentajes de linfocitos CD4+ en sangre periférica de

10 potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no
gestantes (n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes

Promedio | 3825 4174 546 4193 3913 3938 3543 3821 4251 41 47.22 55.9

Desv. 17867 5499 56 8504 7265 7868 6544 7673 7062 394 9.04 5619

Estandar

Mediana | 34.32 4251 5493 4503 37.56 3822 3571 4066 4144 4119 46.63 56.78
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Figura 8. Porcentaje de linfocitos CD5+ en sangre periférica de potros desde el nacimiento hasta 240 dias de
edad. En la gréfica se presentan las medias y la desviacidn estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros y de
los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes. El * = diferencia significativa en relacion al

dia 0 de edad y el # = diferencia significativa en relacion a las madres. El valor de P< 0.0001.

En los potros, se observd semejanza entre las poblaciones de linfocitos CD5+, desde el
nacimiento hasta el dia 240, salvo, los dias 30 y 150, los cuales, presentaron diferencia significativa,
con respecto al dia 0. En relacién a las yeguas madres, se encontrd diferencia significativa con los
potros en los dias 60 y 150, en donde, se observaron datos del 46.64% y 41.46%, respectivamente.
También, la figura 8, muestra que existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos en
potros recién nacidos y las yeguas madres. El ANOVA se realiz6 con un nivel de confianza del 95 %.
(Tabla 4)

Tabla 4. Medias, desviacion estandar y medianas de los porcentajes de linfocitos CD5+ en sangre periférica de
10 potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no
gestantes (n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes
Promedio | 54.64 5366 7238 4814 5262 5445 4282 5432 5482 5554 61.87 77.88
Desv. 6.647 8792 4076 6.084 6529 9206 9592 9503 9.764 8.613 5.343 4473
Estandar
Mediana | 55.03 55.95 7237 464 5171 5459 4587 56,52 55.06 54.66 61.21 77.01
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Figura 9. Porcentaje de linfocitos CD8+ en sangre periférica de potros desde el nacimiento hasta 240 dias de
edad. En la gréfica se presentan las medias y la desviacidn estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros y de
los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes. El * = diferencia significativa en relacion al

dia 0 de edad y el # = diferencia significativa en relacion a las madres. El valor de P< 0.0001.

Se estudio en sangre periférica de potros y yeguas adultas, la subpoblacion de linfocitos CD8+; y,
se registro que los resultados obtenidos en los potros del dia 0, tuvieron diferencia significativa con
aquellos determinados en los dos ultimos muestreos, correspondientes al dia 210 y dia 240, los
cuales mostraron porcentajes de 13.65 %, 20.54 % y 22.36%, respectivamente. Con respecto a las
yeguas madres, se observd, diferencia significativa con los porcentajes de linfocitos CD8+ de los
potros en el primer dia de edad y en el dia 120. El nivel de significancia fue del 95 %. (Fig. 9y Tabla
5)

Tabla 5. Medias, desviacion estandar y medianas de los porcentajes de linfocitos CD8+ en sangre periférica de
10 potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no
gestantes (n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes
Promedio | 13.65 11.83 1421 1447 1813 1288 1508 1451 2054 2236 19.46 2017
Desv. 4477 2799 3236 282 631 2602 4652 5622 4972 4.386 5.449 2.901
Estandar
Mediana | 1292 113 1417 1415 1823 1237 1443 1318 1985 23.79 18.11 19.91
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Figura 10. Porcentaje de leucocitos CD172+ en sangre periférica de potros desde el nacimiento hasta 240 dias de
edad. En la gréfica se presentan las medias y la desviacidn estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros y de
los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes. El * = diferencia significativa en relacion al

dia 0 de edad y el # = diferencia significativa en relacion a las madres. El valor de P< 0.0001.

El porcentaje promedio de leucocitos CD172a+ en potros recién nacidos (dia 0) fue de 97.06 %,
el cual, fue significativamente mayor a los datos registrados en el dia 1, con el 89.11 %, y el dia 60,
con el 87.89 %; éstos valores representaron los valores mas bajos en el estudio. Estos mismos,
mostraron diferencia significativa con aquellos obtenidos en las yeguas madres, que fue de 95.97 %.
Los resultados que se obtuvieron entre los dias 90 al 240 fueron homogéneos, con un nivel de
significancia del 95 %. (Fig. 10 y Tabla 6)

Tabla 6. Medias, desviacion estandar y medianas de los porcentajes de linfocitos CD172a+ en sangre periférica
de 10 potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no
gestantes (n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes
Promedio | 97.06 8911 924 8789 9748 97.09 9421 9737 979 96.18 95.97 95.04
Desv. 1476 3797 5748 8244 1386 2694 2622 2875 1691 1.928 4.866 2416
Estandar
Mediana | 97.12 90.07 9212 9029 9813 98.09 9445 9839 9849 96.26 98.7 95.68
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Figura 11. Porcentaje de linfocitos IgM+ en sangre periférica de potros desde el nacimiento hasta 240 dias de
edad. En la grafica se presentan las medias y la desviacidn estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros y de
los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes. El # = diferencia significativa en relacion a
las madres. El valor de P< 0.0001.

Se encontro, que las poblaciones de linfocitos IgM+ en potros, fueron similares durante el estudio;
pero, con respecto al dia 0, hubo diferencia significativa con los datos conseguidos en las yeguas
madres y no gestantes. El porcentaje de linfocitos IgM+ mas alto en potros, lo presentd el dia 180,
con un valor de 36.82 %; mientras que el mas bajo, se observé en el dia 60, con 29.14 %. El nivel de
confianza fue del 95 %. (Fig. 11y Tabla 7)

Tabla 7. Medias, desviacion estandar y medianas de los porcentajes de linfocitos IgM+ en sangre periférica de 10
potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no gestantes
(n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes
Promedio | 3195 3128 2914 305 3462 3172 3027 3682 3184 298 21.05 23.6
Desv. 5899 5539 5227 1337 6.604 3948 5669 2298 3526 3.308 3.415 2129
Estandar
Mediana | 34.03 30.78 26.67 309 3536 30.76 3029 37.04 3296 29.86 21.65 23.07
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Figura 12. Porcentaje de células MHC-I + en sangre periférica de potros desde el nacimiento hasta 240 dias de
edad. En la grafica se presentan las medias y la desviacidn estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros y de

los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes. El valor de P< 0.0001.

Se observd que las poblaciones de células MHC-I+ en potros y yeguas adultas fueron
semejantes, ya que, no existié diferencia significativa entre los resultados conseguidos. En potros, el
rango de valores que se registro en el estudio fue de 93.94% a 99.25%; mientras que en las yeguas
control, se determinaron porcentajes de 97.21% y 97.87%, correspondientes a las yeguas madres y
yeguas no gestantes. El anélisis de ANOVA se efectud con un nivel de confianza del 95% (Fig. 12y
Tabla 8)

Tabla 8. Medias, desviacién estandar y medianas de los porcentajes de células MHC-I+ en sangre periférica de 10
potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no gestantes
(n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes

Promedio | 93.94 9639 9592 9596 98.34 9524 9834 9925 99.07 97.48 97.21 97.87

Desv. 1 g978 5201 1016 34290 1745 2595 1702 135 08056 2366 2198 0.4689

Estandar

Mediana | 97.3 9832 9951 96.05 99.07 9376 9881 998 9934 985 97.79 97.71
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Figura 13. Porcentaje de células MHC-Il + en sangre periférica de potros desde el nacimiento hasta 240 dias de
edad. En la gréfica se presentan las medias y la desviacion estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros y de
los grupos control: 10 yeguas madres de los potros y 6 yeguas no gestantes. El * = diferencia significativa en relacion al

dia 0 de edad y el # = diferencia significativa en relacion a las madres. El valor de P< 0.0001.

Se observo en potros, que en el primer mes de vida los porcentajes de células MHC-II+ fueron
bajos, mostrando valores que oscilaban entre el 32.93 % (dia 0), 31.32 % (dia 1) y 32.82 (dia 30).
Después del dia 30 el porcentaje de células MHC-II+ comenzd a elevarse gradualmente con la edad,
pero el aumento fue significativo a partir del dia 90, en relacion al dia 0. La figura 13 muestra que
con respecto a las yeguas madres, existio diferencia significativa con los datos conseguidos de los
dias 1, 30 y 60 en potros, asi como, con los de las yeguas no gestantes, el anlisis se realizé con un

nivel de significancia del 95 %. (Tabla 9)

Tabla 9. Medias, desviacion estandar y medianas de los porcentajes de células MHC-lI+ en sangre periférica de
10 potros desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no
gestantes (n=6).

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas no
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 gestantes
Promedio | 3293 3132 3282 4475 4938 4997 5459 60.07 6244 57.02 62.1 77.98
Desv. 6294 4844 6675 6145 93 9788 1269 9432 7518 8737 7.793 13.7
Estandar
Mediana | 3344 3064 3274 44.07 5031 5243 5906 6206 6156 57.7 63.46 80.18
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Figura 14. Concentracion de IgA en suero de potros y yeguas adultas, y, concentracién de IgA contenida en
calostro. En la grafica se presentan las medias y desviacion estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros
desde el nacimiento hasta 240 dias de edad, de las 10 yeguas madres, sus respectivos calostros, y, de 6 yeguas no
gestantes. El * = diferencia significativa en relacion al dia 0 de edad, el # = diferencia significativa en relacion a las

madres y el ° = diferencia significativa en relacion al calostro. El valor de P< 0.0001.

Con respecto a los resultados obtenidos en los potros durante el estudio, se observo, que no hubo
diferencia significativa en las concentraciones de IgA sérica; el nivel de IgA del dia 0 con aquellos
niveles determinados en yeguas no gestantes y calostro, si mostré diferencia significativa. Este
ultimo, presento niveles de IgA significativamente altos, con respecto a todos los datos conseguidos,
salvo, los observados en las yeguas no gestantes. La significancia se obtuvo bajo un nivel de
confianza del 95%. (Fig. 14 y Tabla 10)

Tabla 10. Medias, desviacion estandar y medianas de las concentraciones de IgA en suero (mg/dl) de 10 potros
desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no gestantes (n=6);
asi como, de IgA contenida en calostro.

R
Promedio 0.112 0.771 0301 0.392 0545 0558 0.711 0.684 0919 1.091 | 3.110 7.359 12.140
Desv. Estandar | 0.090 0.444 0.070 0.152 0.256 0.249 0.417 0.219 0.396 0.554 | 3.002 7.395 12.070
Mediana 0.051 0.659 0.312 0411 0481 0489 0.575 0698 0.862 1.085 | 1.880 4.402 8.159
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Figura 15. Concentracién de IgM en suero de potros y yeguas adultas, y, concentracion de IgM contenida en
calostro. En la grafica se presentan las medias y desviacion estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros
desde el nacimiento hasta 240 dias de edad, de las 10 yeguas madres, sus respectivos calostros, y, de 6 yeguas no
gestantes. El * = diferencia significativa en relacién al dia 0 de edad y el ° = diferencia significativa en relacién al calostro.
El valor de P< 0.0001.

Se observo, que al nacimiento, los potros tienen la concentracion de IgM sérica mas baja de 0.6173
mg/ml, el nivel de IgM en suero de potros aumento paulatinamente con la edad, alcanzando, en el
dia 150 con una concentracion de 2.629 mg/dl, los niveles de las yeguas madres; éste disminuyo en
las siguientes fechas hasta una medicion de 1.75 mg/dl. En relacion al calostro, se encontrd
diferencia significativa con los datos del dia 0, 1, 30, 90 y 240. EI ANOVA, se realiz6 con un nivel de
confianza del 95%. (Fig. 15y Tabla 11)

Tabla 11. Medias, desviacion estandar y medianas de las concentraciones de IgM en suero (mg/dl) de 10 potros
desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres (n=10) y de yeguas no gestantes (n=6);
asi como, de IgM contenida en calostro.

Edad Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas Calostro
0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 no gestantes
Promedio 06174 1399 112 1937 1.789 2221 2.629 2457 2295 1.75 | 2.626 2.693 4.347
Desv. Estandar | 0.1446 1.12 0.6723 1.75 0.9895 1.407 1.853 1.712 1.601 1.023 | 2.588 1.167 2.959
Mediana 0.6302 0.8765 0.8454 1.177 1.362 1.855 1.821 1.701 1.593 1.442 | 1.716 2.52 4.247
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Figura 16. Concentracién de IgG4 en suero de potros y yeguas adultas, y, concentracion de IgG4 contenida en
calostro. En la grafica se presentan las medias y desviacion estandar de los valores obtenidos a partir de 10 potros
desde el nacimiento hasta 240 dias de edad, de las 10 yeguas madres, sus respectivos calostros, y, de 6 yeguas no

gestantes. El * = diferencia significativa en relacién al dia 0 de edad. El valor de P< 0.0001.

Se observo, que igual a lo observado en IgA e IgM, la concentracion de IgG4 en suero de potros
recién nacidos (dia 0), fue la mas baja en el estudio; con respecto a éste, se observaron aumentos
significativos en el dia 1y en el dia 30. En el dia 60, se registro el valor mas bajo después del dia 0,
y, a partir de éste, los resultados obtenidos en potros, en las yeguas adultas y calostro, mostraron
similitud. Los resultados se analizaron bajo un nivel de significancia del 95%. (Fig. 16 y Tabla 12)

Tabla 12. Medias, desviacion estandar y medianas de las concentraciones de IgG4 en suero (mg/dl) de potros

desde su nacimiento hasta los 240 dias de edad, de sus yeguas madres y de yeguas no gestantes; asi como, de
IgG4 contenida en calostro.

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Madres Yeguas Calostro
Edad 0 1 30 60 90 120 150 180 210 240 n=6 no gestantes n=d
n=10 n=6 n=8 n=8 n=8 n=8 n=9 n=8 n=9 n=6 " n=4 -
Promedio 1885 3459 2404 1301 1339 17.27 1581 1477 2141 1451 | 21.65 22.68 27.76
Desv. Estandar | 1.365 243 16.87 9.103 8.014 124 1344 1145 17.99 9.483 | 10.88 7.34 16.53
Mediana 1.004 2968 2131 1238 1228 1541 1592 9958 16.86 16.25 | 23.12 22.49 31.91
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5 Discusion

5.1 Fagocitosis y Estallido Respiratorio

La fagocitosis y el estallido respiratorio de neutréfilos y macréfagos, representan una secuencia de
eventos esenciales para que se de la muerte de las bacterias intracelularmente, como parte de los
mecanismos de respuesta de la inmunidad innata. (48, 53, 54) Este estudio muestra una medicion
simultanea de ambas pruebas en células fagociticas, estimando la fluorescencia roja de los fagocitos
que ingirieron al S. aureus tefiido con PI, y, una fluorescencia verde provocada por la oxidacion de la

DHR 123, al partir de la produccion de intermediarios reactivos de oxigeno (ROI) .

En este trabajo se observd (Fig. 3), que los fagocitos de potros al nacimiento, mostraron su
capacidad funcional; sin embargo, el nimero de éstos, durante el primer mes de vida, no fue
semejante a lo evaluado en yeguas adultas; lo que sugiere una deficiencia celular innata, en
comparacion con los adultos; pues aunque son células fagociticas funcionalmente maduras para
responder ante estimulos, su poblacién en cuanto a nimero fue menor. Posteriormente, a partir del
dia 60 de edad de los potros, se registraron resultados comparables a aquellos obtenidos en las
yeguas control adultas; lo que refleja una respuesta inmune contra patégenos presumiblemente, del
medio ambiente. En el séptimo mes de edad de los potros, los resultados sefialan que el porcentaje
de fagocitos que responden a bacterias y el consecuente estallido respiratorio, disminuyd en relacion
a los meses anteriores; esto se atribuye al estrés fisiolégico provocado por el destete de los potros y
su traslado a otras instalaciones, ocasionando deficiencia en su sistema inmune, con predisposicion

al desarrollo de enfermedades sépticas (9, 26, 27, 28).
Este estudio, permiti6 medir la fagocitosis y el estallido respiratorio de leucocitos en un nivel

fisioldgico, al emplear sangre completa y con volumenes de sangre pequefios, en relacién con otras

investigaciones, ademas de que el tiempo de proceso fue menor a una hora (53, 55, 56).
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5.2 Determinacion de subpoblaciones linfocitarias

Los anticuerpos monoclonales especificos para antigenos leucocitarios equinos, son una
herramienta importante que ayuda a estudiar la biologia de los leucocitos equinos y caracterizar
inmunoldgicamente moléculas que permiten conocer y entender el comportamiento de las células
inmunes en condiciones normales y durante enfrentamientos contra microorganismos que dafian la
salud de los caballos. Lo anterior, hace que el uso de la inmunofenctipificaciéon de leucocitos de
sangre periférica por citometria de flujo, sea un instrumento mas, para evaluar y apoyar en el

establecimiento del estado inmunoldgico de un individuo.

En este trabajo, uno de los objetivos, fue determinar las subpoblaciones linfocitarias de sangre
periférica de 10 potros durante ocho meses de vida, a partir de su nacimiento, para detectar cambios
de frecuencia poblacional, y poder monitorear su comportamiento inmunolégico, buscando identificar

las etapas en que son inmunologicamente susceptibles.

Uno de los marcadores utilizados, fue CD2, que, en equinos, su expresion ha sido caracterizada
como exclusiva para marcar linfocitos T; CD2, es una molécula de adhesién primaria que contribuye
a potenciar la afinidad de union del linfocito T a la APC, desempefiando un papel importante en la
transduccién de sefiales y activacion de células T (56, 57). En el estudio se observd que en los
potros al nacimiento, su poblacién media de linfocitos T que expresaron CD2 fue menor, en relacion
al porcentaje de células CD2+ de las yeguas madres, esta diferencia, obedece al hecho que, la
expresion de CD2 en superficie celular de los linfocitos T virgenes es menor que en linfocitos T
activados (59). También, se observaron porcentajes de células CD2+ bajos en los primeros dos
meses de vida, esto, puede deberse a un retraso en la maduracién de los linfocitos a causa de la
inmunidad materna transferida pasivamente o la baja exposicion a microorganismos del medio
ambiente, por el poco tiempo de vida. (14) El aumento de las poblaciones de linfocitos T CD2+ en los
potros a partir del tercer mes de edad, alcanzando valores de adultos; demuestra la activacion de
linfocitos T, en respuesta a los estimulos antigénicos provocados por el contacto con
microorganismos (13, 26, 29, 59).
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En general, los potros nacieron con poblaciones de linfocitos T disminuidas, con respecto a las
yeguas; en el sistema inmune, los linfocitos T CD4+ son responsables de coordinar la respuesta
inmune contra muchos patogenos intracelulares, al reconocer los determinantes antigénicos unidos
al MHC-II (59, 60, 61). Los aumentos que se presentaron en la cantidad de linfocitos T CD4+, a las
24 horas de haber nacido y al primer mes de edad; sugiere la expansién de la poblacién linfocitaria
en sangre periférica, como parte de una expresion de desarrollo de la produccién de médula dsea y
maduracion timica de células T que indica un comportamiento antigeno independiente en los
linfocitos T. La poblacion de linfocitos T CD4+, fue constante el resto del estudio, a partir del
segundo mes de vida. Estas mediciones fueron afines con lo encontrado en Smith (2002) (40), y en
Flaminio (2000), pero, con una subpoblacion linfocitaria mas baja, de lo reportado en éste ultimo
(26). El porcentaje significativamente bajo que se presento en el dia 150, puede sugerir la presencia
de alteraciones en las moléculas co-estimuladoras que complementan las sefiales de activacion de
los linfocitos CD4+, explicando la susceptibilidad de los potros a algunos patdgenos, como se
menciond en Horohov (2005) (29).

CD5, es una molécula de adhesion presente en la superficie de células T, y, de una subpoblacién de
linfocitos B: linfocitos B-1, derivados de sangre periférica, en los que la molécula CD5 esta altamente
expresada; su funcién basica es permitir la comunicacién entre los linfocitos T y los linfocitos B, asi
como, entre los tipos de subpoblaciones de linfocitos B, mediante la unién con su ligando CD72 (59,
62, 63). En general, la poblacion de linfocitos CD5+ en potros fue semejante, salvo el dia 30, y los
dias 60 y 150 en los que presentaron valores significativamente bajos en comparacién a los
obtenidos en las yeguas. Tal vez, debido a una baja expresion de ésta molécula en linfocitos
maduros localizados en circulacidn sanguinea o por una regulacion negativa del receptor de
linfocitos T, sobre la superficie celular, a partir de CD5. (63) El aumento significativo que se observé
en el primer mes de edad; sugiere una activacion de los linfocitos T, en respuesta a los variados
estimulos presentes en el medio ambiente, posiblemente, como parte de la iniciacion de la respuesta
inmune adaptativa; ya que en este momento comienza a declinar la inmunidad pasiva transferida por

la madre, la cual, representa un obstaculo para la induccion de la inmunidad activa (10, 13, 25, 33).
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Los linfocitos T CD8+ que reconocen péptidos antigénicos unido a las moléculas MHC-I, estan
especializados para matar cualquier célula que exhiba un péptido extrafio y asi librar al cuerpo de
células infectadas con virus u otros patogenos citosolicos; adquiriendo actividad citotéxica (59, 63.
La subpoblacion de linfocitos T CD8+, en potros al nacer fue baja en relacion al numero de linfocitos
T CD8+ determinados en las yeguas, pero, significativamente menor con el resultado conseguido a
las 24 hrs de edad; quiza, porque los potros al nacer, carecen de especificidad antigénica a causa
del poco tiempo de vida que han experimentado. Los aumentos en la poblacion de células CD8+
comenzaron a partir del primer mes de edad; sin embargo, se observo una disminucion significativa
alrededor del dia 120, con respecto a las yeguas; que sugiere una actividad co-estimulatoria débil,
incapaz de estimular a los linfocitos T CD8+. En relacién, a las poblaciones de células T CD8+ que
se elevaron en los dos Ultimos meses, pueden explicarse por el constante estimulo antigénico que
sufrieron los potros en estas fechas, debido a un estrés fisioldgico que inicid a partir del destete, que
implico, la adaptacion a un nuevo ambiente, otra alimentacion, y a las condiciones climéticas de la
temporada; induciendo, una adecuada sefializacion que desencadeno la activacion de los linfocitos T
CD8+.

Los linfocitos B son células especializadas que poseen receptores con distribucion clonal que tras
interaccionar con el antigeno se activan, proliferan y se diferencian a células plasmaticas y células
memoria. La determinacion de linfocitos B fue a través de la expresion de IgM sobre su superficie
celular, porque, ésta, es la primera inmunoglobulina en aparecer en gran cantidad sobre la
membrana de las células B (59, 64). La poblacién de linfocitos B IgM+ en los potros fue mas alta que
los valores obtenidos en las yeguas; tal como se habia observado en Flaminio (2000) (26);
demostrando actividad del sistema inmune humoral; asi es que, las variaciones obedecen a un
proceso de activacion y proliferacién con la consiguiente expansién clonal, provocado por el
encuentro entre los linfocitos B con un antigeno. Los encuentros antigénicos que sufrieron los potros
en éstas fechas, concuerdan con la presencia clinica de la mayoria de los potros que enfermaron y
con los manejos de medicina preventiva realizados. Asi mismo, éste periodo coincide con el

aumento de las concentraciones de IgM.
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La poblacién de granulocitos y monocitos se identificd, detectando la expresion celular de CD172a+
la cual, es una proteina regulatoria de sefiales, pertenece a la super familia de las inmunoglobulinas;
y, en interaccion con su ligando CD47, libera una sefial inhibitoria, para controlar las funciones
efectoras de la inmunidad innata: como la fagocitosis, la adhesion de leucocitos y el reconocimiento
de macrofagos. (65,66) En el estudio, se observé que el nimero de leucocitos CD172a+ en potros
de un dia y de 90 dias de edad, tuvieron diferencia significativa con lo determinado en las yeguas
madres. Tal hecho, puede relacionarse a un control negativo, a partir de la molécula CD172a, sobre
la funcion de los granulocitos y monocitos, como efecto de una estimulacién exagerada de éstas
células al entrar en contacto con los agentes extrafios presentes en el medio ambiente, en la

temprana vida de los potros. (13)

La principal funcién biolégica de las moléculas MHC es unir péptidos antigénicos para formar un
complejo que los linfocitos T puedan reconocer. Las moléculas MHC clase | participan en la
citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8, contra células infectadas por virus; los linfocitos T CD8
reconocen éste complejo MHC-I:péptido viral y lisan a la célula antes de que el virus pueda
replicarse, deteniendo la infeccidn. (58). Los resultados obtenidos en esta investigacion, no
mostraron diferencia significativa en cuanto al nimero de células que expresaron MHC clase I, tanto
en potros como en yeguas control. Esto, indica, una expresion adecuada de MHC-I en la superficie
celular de los linfocitos que expone una apropiada capacidad en presentar los antigenos a los

linfocitos T CD8+ para su activacion. (41)

El papel de las moléculas MHC clase Il es presentar determinantes antigénicos generados en
vesiculas intracelulares de células B, macréfagos y otras APC a linfocitos T CD4, (59). La poblacién
de células que expresaron moléculas MHC-II en los potros, en relacion a las yeguas madres, fue
significativamente baja en los dos primeros meses de vida, esto, puede relacionarse a la virginidad
de los linfocitos T CD4+ en ese ambiente neonatal, sugiriendo, que aun no son capaces de procesar
una respuesta antigeno especifica. Mientras que, el aumento gradual que se presentd con la edad,
alcanzando niveles de adultos, manifiesta un desarrollo de memoria inmunolégica por parte de los
linfocitos T. Estos hallazgos, coinciden con aquellos observados en otras investigaciones. (26, 39,
60)
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5.3 Cuantificacion de inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son glucoproteinas sintetizadas por los linfocitos B que tienen la propiedad de
unirse de forma especifica a antigenos. En este estudio, IgA, IgM e IgG4 fueron cuantificadas
llevando a cabo ensayos de ELISA tipo sandwich o de captura; las concentraciones fueron
determinadas en el suero de potros y yeguas, asi como, en el calostro colectado de las yeguas
madres; el objeto de esta evaluacion, fue observar el comportamiento de IgA, IgM e IgG4 durante el
crecimiento del potro, desde su nacimiento hasta los ocho meses de vida; la cuantificaciéon de
inmunoglobulinas en las yeguas se realizaron para tener puntos de referencia adulto; pero, en el
calostro, la importancia radica, en que su ingestion y absorcion es vital para que los potros puedan
asegurar proteccion pasiva, principalmente, por medio de las inmunoglobulinas que éste contiene; ya
que, la placenta de la yegua no permite la transferencia de inmunoglobulinas al feto equino, vy,
consecuentemente, los potros recién nacidos carecen de éstas; por eso, fue importante no dejar
pasar la medicion de inmunoglobulinas en los potros, previo el consumo de calostro. También, cabe
sefalar que en este estudio, ninguno de los potros presentd FPT, todos tuvieron niveles adecuados
de IgG, las concentraciones a las 24 horas fue mayor a 800 mg/dl u 8 mg/ml que fue como se

presentaron los resultados de inmunoglobulinas.

La inmunoglobulina A (IgA), es el principal isotipo producido por el tejido linfoide asociado a las
mucosas Y esta presente en las secreciones externas, como: el calostro, saliva, bilis, flujo vaginal,
etc.; actta como primera linea de defensa contra agentes infecciosos que intentan penetrar las
membranas mucosas, bloqueando la adhesion de éstos sobre las superficies epiteliales (15, 59, 63).
En el trabajo, los niveles promedio de IgA estudiados en potros no mostraron diferencias
significativas entre ellos; pero, si fue notable el bajo nivel de IgA en el suero de potros recién nacidos
previa ingestion de calostro, con lo observado en potros de 24 horas de vida, momento para el cual
ya habian consumido el calostro materno; aunque éste hecho, hace evidente la absorcién de IgA
calostral, su permeabilidad es limitada debido a que su funciéon primaria es proteger el tracto
digestivo del potro neonatal, lo que explica el contenido significativamente bajo con respecto al
calostro (21). Después del primer dia, la concentracion de IgA disminuyo relativamente, sufriendo
variaciones hasta el final del estudio, observando que en los Ultimos dos meses se presentaron los
niveles mas altos de IgA sérica en los potros; sin llegar a niveles de adultos. La pequefia cantidad de
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IgA en suero de potros, obedece sin duda, a que el suero no es el lugar donde se encuentra
principalmente la IgA, sino, en los epitelios de mucosas, como ya se menciono previamente; esto,
también indica la desequilibrada proporcién con el contenido de IgA en el calostro, como secrecion
que es. De igual modo, lo anterior, justifica la diferencia significativa que present6 el calostro con la

concentracion sérica de IgA en las yeguas.

La primera inmunoglobulina de superficie completa sobre células B inmaduras es la IgM, de forma
monomérica; después de la estimulacién antigénica, las células B se diferencian en células
plasmaticas produciendo la IgM secretada de forma pentamérica, que por su elevado peso molecular
es confinada a la sangre. IgM, es el anticuerpo mas eficiente para promover la fagocitosis y
bacteridlisis a través de la activacion de la via clasica del complemento (15, 59, 63). Igual que, en
IgA, la concentracion de IgM sérica en potros recién nacidos antes de absorber calostro, fue el valor
mas bajo que se observd en el estudio; después, a las 24 horas el nivel de IgM comenzd a elevarse
con la edad de manera gradual, logrando valores de adultos desde el cuarto mes de edad, tal
hallazgo, no es distinto a lo reportado previamente en Flaminio (2000) (29). El incremento,
corresponde al hecho que es un anticuerpo predominante en la respuesta primaria de
inmunoglobulinas, ya que, como isotipo de forma pentamérica tiene multiples sitios de unién que le
concede gran eficacia como anticuerpo aglutinante de las particulas portadoras del antigeno (21, 59,
63). Lo anterior, en respuesta al sostenido contacto con agentes extrafios presentes en su nuevo
ambiente; y en lo observado, a partir del cuarto mes, coincide con los procesos infecciosos que
presentaron el grupo de potros que enfermo, con los calendarios de de medicina preventiva que se
aplicaron, con el destete de los potros y el traslado a otro rancho. El contenido de IgM en calostro,
que se observo en este estudio, fue mayor a lo reportado en Wagner (2005) y Giguere (2005) (9,
10).

Los anticuerpos juegan un papel importante en la resistencia a infecciones bacterianas; y, en el
calostro, las inmunoglobulinas son un componente importante de éste, para conferir proteccion
pasiva al individuo recién nacido, hasta que su propio sistema inmune sea capaz de montar una
respuesta especifica. Por lo tanto, la vitalidad neonatal frecuentemente manifiesta una correlacion

positiva con el grado de inmunizacién pasiva e inmunoglobulinas circulantes; principalmente la 1gG,
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que constituye un elemento clave en la defensa general del huésped contra antigenos ambientales
(35, 67, 68). La IgG predomina en el suero y el espacio extravascular, es la inmunoglobulina que
impera en la respuesta secundaria de anticuerpos; su funcion biolégica, es activar el complemento
por la via clasica, estimular la quimiotaxis, y actia como opsonina para facilitar la fagocitosis (59,
63). La principal subclase de IgG en el calostro, es la IgG4; por lo que, es la mas abundante en
suero de potros después de la ingestion de calostro, se ha demostrado, que también la de mayor
presencia en equinos adultos (35,69). Los resultados conseguidos de las concentraciones de 1gG4,
no coinciden con lo mencionado en Holznagel (2003) (35), en el presente trabajo, resultaron ser
mayores. Se encontrd, diferencia significativa entre los niveles de 1gG4 en suero de potros recién
nacidos con los obtenidos a las 24 horas de edad, confirmando lo sefialado anteriormente en el
texto; asi como, el comportamiento observado, ya que, después del dia 1, se muestra un descenso
progresivo de la concentracion de 1gG4, alcanzando su nivel mas bajo en el segundo mes de vida,
justamente, cuando inicia la sintesis de otros subisotipos de IgG; y, posteriormente, el pausado

incremento que sufre hasta el dia 210 de vida, en el que, logra niveles adultos.
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Conclusiones.

La intensidad de la actividad fagocitaria y de estallido respiratorio de las células fagociticas de
los potros, fue disminuida al nacer y durante el primer mes de vida; y, demostré ser optima

desde el segundo mes de edad, comparada con las yeguas.

La determinacién de los linfocitos CD2+ mostré un aumento progresivo con la edad, indicando,

una actividad potente de sefializacién para la activacién de los linfocitos T.

Los baja poblacion de linfocitos T CD4+ en potros, sefiala que hay una limitada respuesta
inmune mediada por células; salvo, la expansion observada alrededor del primer mes de edad,

aprovechando, el comienzo de la disminucion de la inmunidad materna pasiva.

El porcentaje de linfocitos CD5+ significativamente menor en los potros con 60 y 150 dias de
edad, revela un escaso desarrollo en la produccion de linfocitos, que compromete la salud de

los potros.

Los valores bajos de los linfocitos T CD8 en sangre de los potros a las 24 horas de vida y del
cuarto mes de edad, manifiestan incapacidad de respuesta inmune celular antigeno -

especifica.

La evaluacién de la cantidad de granulocitos y monocitos bajo la expresion de la molécula
CD172a, hace evidente en el primer dia de vida y en el segundo mes de edad, cierta

vulnerabilidad en los potros, que los pone en peligro de desarrollar procesos infecciosos.

La abundante poblacién de linfocitos B IgM+ en los potros, indica la existencia de una cantidad
de linfocitos potenciales, para otorgar proteccién inmune humoral y celular, contra agentes

extranos.

La expresion uniforme de la molécula MHC clase | sobre la superficie celular de linfocitos T,
manifiesta una habilidad adecuada de unirse a un péptido antigénico para que éste sea
reconocido por los linfocitos T CD8+.
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La expresion de la molécula MHC clase Il en linfocitos, subié paulatinamente con la edad de los

potros hasta el final del estudio, mostrando el proceso continuo de memoria inmunoldgica.

La ingestion y absorcion de calostro eleva los niveles séricos de IgA, IgM e 1gG4, en los potros
recién nacidos, a las 24 horas de vida; vy, los valores obtenidos confirmaron una adecuada

inmunizacion pasiva, también que fueron hipogamaglobulinémicos al nacer.

Las altas concentraciones de IgA, IgM e IgG4 en el calostro aseguraron proteccion inmune

pasiva.

El comportamiento de IgM sérica en los primeros tres meses de vida de los potros, los coloca

en un estado de riesgo que favorece la invasién de microorganismos patdgenos.

La conducta de IgG4 sérica en los potros durante el estudio, es tal como se menciona en
Holznagel (2003) y Sheoran (2000); por lo que, con respecto a éste subisotipo de IgG, su
disminuida expresién entre el segundo y sexto mes de edad, es un factor predisponente para

sufrir un aumento en la susceptibilidad de los potros.

Las variaciones observadas en la fagocitosis, estallido respiratorio, en los porcentajes de las
subpoblaciones leucocitarias y en las concentraciones de inmunoglobulinas, indican que no hay

relacion directa con el crecimiento de los potros.

Los potros, son susceptibles en los primeros dos meses de edad, en el sexto mes de edad que

es cuando son destetados y sufren estrés por el proceso de adaptacion a su nuevo ambiente.
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7 Anexos

741

Coleccion de muestras

Tabla 13. Calendario de Muestreo en Potros

Potro Nombre de la madre Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha
Ohrspp | 24hrs | 1ermes | 2domes | 3ermes | 4tomes | Stomes | 6tomes | 7mo | 8vo mes
M1 pp M3 | M4 M5 M6 M7 M8 mes M10
M2 M9
P1 | MISTY 25/04/07 | 26/04/07 | 29/05/07 | 26/06/07 | 01/08/07 | 25/08/07 | 25/09/07 | 28/10/07 | 27/11/07 | 08/01/08
P2 | BEOKA'S RACE 28/04/07 | 29/04/07 | 29/05/07 | 26/06/07 | 01/08/07 | 25/08/07 | 25/09/07 | 28/10/07 | 27/11/07 | 08/01/08
P3 | BLACKLEATHERLANCE | 02/05/07 | 03/05/07 | 02/06/07 | 02/07/07 | 03/08/07 | 04/09/07 | 02/10/07 | 06/11/07 | 04/12/07 | 09/01/08
P4 | WINNOT PLACE 03/05/07 | 04/05/07 | 02/06/07 | 02/07/07 | 03/08/07 | 04/09/07 | 02/10/07 | 06/11/07 | 04/12/07 | 09/01/08
P5 | NAROMES 07/05/07 | 08/05/07 | 02/06/07 | 03/07/07 | 07/08/07 | 05/09/07 | 03/10/07 | 07/11/07 | 05/12/07 | 11/01/08
P6 | CIRENE 10/05/07 | 11/05/07 | 13/06/07 | 03/07/07 | 14/08/07 | 12/09/07 | 16/10/07 | 14/11/07 | 11/12/07 | 15/01/08
P7 | MODISTA 17/05/07 | 18/05/07 | 13/06/07 | 03/07/07 | 14/08/07 | 12/09/07 | 16/10/07 | 14/11/07 | 11/12/07 | 15/01/08
P8 | SHIRLEY BIRD 26/05/07 | 13/06/07 | 27/06/07 | 30/07/07 | 26/08/07 | 26/09/07 | 30/10/07 | 28/11/07 | 13/12/07 | 30/01/08
P9 | MARLUSIVE 28/05/07 | 29/05/07 | 27/06/07 | 30/07/07 | 26/08/07 | 26/09/07 | 30/10/07 | 28/11/07 | 13/12/07 | 30/01/08
P10 | AWESOME WILL 03/06/07 | 04/06/07 | 03/07/07 | 07/08/07 | 05/09/07 | 03/10/07 | 07/11/07 | 05/12/07 | 11/01/08 | 30/01/08
Tabla 14. Datos y Coleccion de Muestras de las Yeguas Madre
Edad | MUESTRA | MUESTRA | Observaciones
Nombre de la yegua Fecha del parto }
(afios) | CALOSTRO | SANGRE | del parto
MISTY 25-ABRIL-2007 | 9 30 ML OK NORMAL
BEOKA'S RACE 28 - ABRIL-2007 | 10 30 ML OK NORMAL
BLACKLEATHERLANCE | 02 - MAYO —2007 | 11 45 ML OK NORMAL
WIN NOT PLACE 03 -MAYO-2007 | 10 30 ML OK NORMAL
NAROMES 07 - MAYO-2007 | 7 45 ML OK NORMAL
CIRENE 10 - MAYO -2007 | 13 30 ML OK NORMAL
MODISTA 17 -=MAYO -2007 | 10 30 ML OK NORMAL
SHIRLEY BIRD 26 - MAYO-2007 | 5 30 ML OK NORMAL
MARLUSIVE 28 - MAYO - 2007 | 17 40 ML OK NORMAL
AWESOME WILL 03-JUNIO-2007| 6 30 ML OK NORMAL
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7.2 Parametros hematologicos

FIGURA 17. Cuentas leucocitarias totales y concentracion de proteinas plasmaticas totales (PPT) de 16 Yeguas

Control Adulto: 10 Yeguas Madres y 6 Yeguas No Gestantes.

Tabla 15. Resultados de las Cuentas Leucocitarias Totales y de las Proteinas Plasmaticas Totales: Yeguas
Madre Y Yeguas No Gestantes*

YEGUA | NOMBRE CELULAS / uL PPT (mg/dL)
1 MISTY 11x108 9
2 BEOKA'S RACE 8.7 x108 9
3 BLACKLEATHERLANCE 12x108 7.8
4 WIN NOT PLACE 14.35x 103 8
5 NAROMES 8.55 x 103 8.9
6 CIRENE 7.25x 103 7.8
7 MODISTA 11.65x 103 7.6
8 SHIRLEY BIRD 13.2x108 7
9 MARLUSIVE 8.95 x 103 7.7
10 AWESOME WILL 12.15x 103 7.6
1 LADY TERE * 7.6x108 7.2
12 KARRA * 7.7x108 6.4
13 VIVIAN SECRET * 7x108 6.6
14 FRONTERA* 15.8 x 108 6.5
15 SARATOGA * 7.3x108 7
16 SMOOTH WINE * 6.8 x 103 7
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FIGURA 18. Cuentas leucocitarias diferenciales de 16 Yeguas Control Adulto: 10 Yeguas Madres y 6 Yeguas No

Gestantes. En la figura, se representan los porcentajes de los poblaciones de leucocitos, obtenidas de muestras de

sangre de 16 yeguas.

Tabla 16. Resultados de las cuentas leucocitarias diferenciales: Yeguas Madre Y Yeguas No Gestantes

YEGUA | NOMBRE Neutréfilos (%) | Linfocitos (%) | Monocitos (%) | Eosindfilos (%)
1 MISTY 73 16 8 3
2 BEOKA'S RACE 77 17 4 2
3 BLACKLEATHERLANCE 69 19 11 0
4 WIN NOT PLACE 82 14 2 2
5 NAROMES 73 14 10 3
6 CIRENE 69 14 7 10
7 MODISTA 77 16 6 1
8 SHIRLEY BIRD 67 24 9 0
9 MARLUSIVE 81 7 5 6
10 |AWESOME WILL 62 34 1 3
11 |LADY TERE 66 25 5 2
12 | KARRA 79 20 0 1
13 | VIVIAN SECRET 68 24 5 3
14 | FRONTERA 87 9 3 1
15 | SARATOGA 79 27 3 0
16 | SMOOTH WINE 72 22 1 5
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Tabla 17a. Resultados de las cuenta leucocitarias totales y proteinas plasmaticas totales en 10 potros durante

los primeros ocho meses de vida. Se observan, el conteo absoluto de leucocitos sanguineos y las concentraciones de

proteinas plasmaticas en suero de los potros.

M1 M2 M3 M4 M5

_(0hrs (24 hrs) _(Mes 1) _ (Mes2 _(Mes 3)
POTRO | CELULAS | PPT | CELULAS | PPT | CELULAS | PPT | CELULAS | PPT | CELULAS | PPT
(x109 | (mg | (x109% | (mg | (x10% | (mg | (x10% | (mg| (x109 | (mg
/ pL /dL) [ pL /dL) [ pL /dL) us /dL) [ pL /dL)
P1 13.55 54 6.8 5.8 11.45 5.8 8.25 5.6 1.1 5.8
P2 9.4 5.6 7.7 5.8 9.65 5.7 19.85 5.7 13.95 6
P3 9.05 6.7 8.85 7 11.05 6.1 14.45 6.2 18.9 6.7
P4 13.05 5 7.95 6 14 6 11.35 7 18.8 6.9
P5 5.755 5.2 11.6 6.7 11.75 6 16.05 6 14.25 6.1
P6 12.15 45 13.85 5.4 7.95 5.8 11.35 6 14.1 6.4
P7 11.5 5.3 12.5 6.2 15.9 5.7 11.35 6.4 7.1 7.2
P8 7.65 4.7 12.95 6.2 9.8 5.7 15.25 6.5 10.95 6.3
P9 5.35 49 7.55 5.6 10.2 5.9 15 6.3 16.45 6.4
P10 8.45 5.1 10.25 6 7.35 6.3 15.1 6 15.25 6.4

Tabla 17b. Continuacion de los resultados de las cuenta leucocitarias totales y proteinas plasmaticas totales en

10 potros durante los primeros ocho meses de vida. Se observan, el conteo absoluto de leucocitos sanguineos y las

concentraciones de proteinas plasmaticas en suero de los potros.

Mé M7 M8 M9 M10

_(Mes 4) _(Mes 5) _(Mes 6) _(Mes 7) _(Mes 8)
CELULAS | PPT | CELULAS | PPT | CELULAS | PPT | CELULAS | PPT | CELULAS | PPT
POTRO | (x10% | (mg | (x10% |(mg| (x109% |(mg| (x10% | (mg| (x10% | (mg
/ uL /dL) /ful  [/dL)| /puL /dL) [ pl /dL) [ul  |/dL)
P1 8.55 5.7 1145 |74 7.2 6.5 7.6 6.4 6.5 6.4
P2 1 6 15.6 5.8 12.1 5.8 9.4 6 7.3 6.6
P3 13.95 7 1845 | 6.6 13.4 6.3 9.6 6.2 12.2 6.6
P4 14 6.4 1585 | 6.2 8.6 7 14.5 6.4 12 6.9
P5 16.75 6.9 16.2 7 1.1 7.1 1155 | 6.6 8.8 6.6
P6 11.9 6 13.9 5.8 10.6 6 11.8 6 1.2 6.4
P7 7.5 7 10.65 | 6.8 5.95 6.5 74 6.2 8 6.8
P8 12.7 6.3 10.1 6.6 10.1 6.6 9.2 6.6 8.1 6.6
P9 18.4 6.4 10.3 6.4 10.7 6.4 8.4 6.6 1085 | 6.6
P10 17.4 6.1 10.2 6.9 15.5 45 7 6 8.5 6
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FIGURA 19. Conteo Leucocitario Total de 10 potros, del nacimiento hasta los 240 dias de edad. Los resultados

representan valores absolutos (Células x10° / l).
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FIGURA 20. Concentraciones de Proteinas Plasmaticas Totales de 10 potros, del nacimiento hasta los 240 dias

de edad. Los resultados estan representados en mg/dI.
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Tabla 18a. Resultados de las cuentas leucocitarias diferenciales de 10 potros en los primeros ocho meses de
vida, desde su nacimiento.

M1 (0 hrs) M2 (24 hrs) M3 (mes 1) M4 (mes 2) M5 (mes 3)

POTRO :‘l L|{M|E N|L/ M|E|N|L|M|E|N|L|M|E|N|L|MIE
Yo | % | % | % | % | % | % | % | % | % | % | % |%|%|%]|%]|%|%]|%]|%

P1 |70 | 21 0 |51|42| 7 | 0 |75|/23| 2|0 |69[29| 2 |0 |67]|29] 3 |1
P2 | 56 | 38 0 | 55|40 | 5| 0 |40 55| 3 |2 |B3 |41 | 2| 4 |37]49(14]|0
P3 | 71|25 0 | 73|24 2 | 1|67 29| 3 |1 |51 |41 | 4|4 |64]33|1]2
P4 (80 (10(10| 0 |78 |21 |1 |0 8|14 |3 |1 [5|39| 3|5 /(653131
P5 |73 (17 |10| 0 |70 | 23| 6 | 1 |70| 26| 2 | 2 |63 |34 | 3 | 8 |45|52| 2 |1
P6 |73 (21| 6 |0 |74|23| 2 |1 |66|32|1 |1 [75[21| 3|1 [58]36|6]|0
P7T |57 |47 |6 |0 |8 10| 4 |1 84|12 2| 2 |76|18| 6 | 0 |48 |48 | 3 |1
P8 |53 |41 |6 |0 |66[{30 |4 |0 |52|47|0 |1 [57(39|3|1[61]34|5]|0
P9 |67 (303 |0 |73|21|6 |0 |54|39| 3|2 |51|40|6 |3 |38|58|2]2
P10 {63 32| 5 |0 (78|18 | 4 | 0 |53 |46| 0 |1 |69 |25| 4 |1 |52|46]| 1 |1

Tabla 18a. Resultados de las cuentas leucocitarias diferenciales de 10 potros en los primeros ocho meses de
vida, desde su nacimiento.

M6 (mes 4) M7 (mes 5) M8 (mes 6) M9 (mes 7) M10 (mes 862)
poo | N{L|/MJE/N LM/ E/ N L/ M E N L M E NILIM E
D | % | % | % | % | % | %% | % |%|%|%|%|%|%]| % |%|%|% %
P1 |62 (34| 4 |0 |5 |41]2 |2 31626 |3 |59]|32]|7 2 |56(34]| 4 6
P2 |5 |37 | 3 |3 |5 (37|52 (425 |8 |0]|31|63]|5 1 1511453 1
P3 |44 (52| 1 |3 |5 |43 |1 |2 |65(30| 4 |1 |40]|40]| 5 5 |65(27|5 2(B
P4 |55 37| 4 | 4 |45(46| 3 |6 [46|50| 1 | 3 |45 |5 | 1 0 |37|5]|3 2(B
P5 |41 |54 | 3 | 2 |46 |48 | 4 | 2 |23 |68 | 4 | 5 |64 |34 | 1 1 153433 1
P6 |45(53| 2 |0 |62(35|3 |0 (1452]|7|1]|34]|63|2 1 | 55|44 1 0
P7 |60 (40| 0 | O |58 (40| 1 |1 |35|57|8 |0 |5 |39] 1 2 |77]20| 2 1
P8 |52 (44| 2 | 2 |44|49 |5 |2 |37 |55 |4 |4 36|57 0 |51(45]|3 |0|1B
P9 |53 (45| 1 | 1 |42(53|4 |1 |64]43|3 |0 |36|57|3 4 |57(38)2(1]|28B
P10 | 64 |32 4 | 0 |40 |58 | 1 |1 (52|36 |2 | 2 |64]32]| 2 |1 1B( 57 137| 3 2
N = NEUTROFILOS L = LINFOCITOS M = MONOCITOS
E = EOSINOFILOS B = BASOFILOS
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7.3 Rancho Sayavedra

7.3.1 Manejo de medicina preventiva

7.3.1.1 Desparasitacion

En las yeguas gestantes, la desparasitacion se realizd cada dos meses, alternando el
desparasitante para evitar resistencia, la ultima medicacién fue con Ivermectinas + Febendazol
administrada a la dosis indicada de acuerdo al peso de los animales. Mientras que, los potros se

desparasitaron al cuarto mes de edad y después se incorporaron al calendario general.

7.3.1.2 Vacunacion

e Los dias 120, 180, 240 y 300 de gestacion se aplicd vacuna contra Rhinoneumonitis,
‘Neumoabort”.

e En el dia 300, fueron aplicadas vacunas contra Tétanos (Toxoide tetanico), Streptococcus equie
Influenza.

e Con respecto a los potros, éstos, se vacunaron contra Influenza, Tétanos, Streptococcus equi'y

Rhinoneumonitis.

7.3.2 Manejo zootécnico

7.3.2.1 Alimentacion

La dieta de las yeguas gestantes, se constituyo de un concentrado comercial preparado bajo
especificaciones requeridas; y cuyos componentes basicos eran: cebada, avena, maiz quebrado,
pasta de soya, vitaminas, minerales y melaza, aporta aproximadamente 13 % de proteina. La fibra

se obtiene a través de avena en grefia y pasto kikuyo en pradera. Agua ad libitum.
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El potro se alimenté de leche materna, en pradera pastoreaba con la madre y se le ofrecia
concentrado Triple Corona (™) a los tres meses de edad, con aporte aproximado del 16 % de

proteina.

7.3.2.2 Ubicacion

Durante toda la gestacion, las yeguas permanecieron en pradera, al acercarse el parto eran
llevadas a un corral cercano a caballerizas, y 15 dias previos a la fecha estimada entraron a
caballerizas y no salieron hasta después de que éste ocurre, que de manera normal fue al tercer dia
posparto. En el area de parideros fueron colocados tapetes sanitarios, al igual que en cada entrada

de caballerizas, y éstas se preparaban con camas de paja.

Después del parto, la yegua y su cria se mantuvieron por tres dias en caballerizas para su
observacion, al termind, salieron a pradera y permanecieron juntos hasta el destete, el cual fue a los
seis meses de edad del potro. Concluido tal periodo, los potros son separados y trasladados al

Centro Internacional Ecuestre Santin, ubicado en Toluca, Estado de México.

7.3.2.3 Parto

A todas las yeguas con diagndstico positivo a gestacion se les realiza un Caslick, y cuando se
acerca el parto éste es retirado y reciben un bafio con shampoo - clorhexidina, y se desinfectan las

ubres de éstas para contar con condiciones lo mas higiénicas posible en el proceso del parto.

El parto fue observado desde el inicio para monitorear su proceso e intervenir si asi, hubiera sido
necesario; posteriormente, se inspecciond la placenta para detectar alteraciones como: si esta 0 no
completa, si presenta abultamientos, cambios de color, olor fétido, su peso, el que debia ser del 11

% en relacion al peso del potro.
El calostro debid cubrir rasgos fisicos de color y espesor; y de este modo, determinar que era

adecuado, cuando resultaba apropiado, se recolectaban aproximadamente 250 ml para almacenar

en su banco de calostro.
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Al nacer el potro y cortarse el cordon umbilical, se desinfectaba la parte que queda en el potro;
también, se monitoreaba el comportamiento del recién nacido, con respecto a levantarse, tomar
calostro y arrojar el meconio durante las primeras horas de vida. Se realiz una inspeccion fisica
para determinar su estado clinico, evaluando frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, color de

mucosas, tiempo de llenado capilar, presencia de petequias, debilidad, entre otros.

Ademas, independiente de la hora del parto, se tomaba una muestra de sangre a la mafiana

siguiente, y remitida al laboratorio clinico para obtener biometria hematica.
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