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RESUMEN
Las mucosas son la interfase entre el organismo y el medio externo, el tracto respiratorio es
un ejemplo de estas 4reas, su superficie es de aproximadamente 60 m? y diariamente inhala
11,000 L de aire, por lo que dicha zona se encuentra expuesta continuamente a una enorme
cantidad de material antigénico y constituye una barrera equipada con mecanismos de
defensa contra amenazas del medio ambiente. Sin embargo, la capacidad de respuesta del
sistema inmunoldgico no es la misma a lo largo de la vida, siendo el periodo neonatal una
ventana critica para el aumento de las infecciones. Afortunadamente, la inmunidad en nifios
es susceptible de incrementarse a traves de la vacunacion, generando un notable impacto
sobre la morbilidad y mortalidad en esa poblacidn, pero no se tiene informacion sobre la
edad optima de inmunizacion perinatal para inducir una respuesta inmunoldgica efectiva
especialmente en mucosas. En este estudio, se evaluo la respuesta inmunologica humoral y
celular antigeno (Ag)-especifica generada tras la inmunizacion en el periodo neonatal en un
modelo porcino. Se observo que, a nivel sistémico, la respuesta de anticuerpos (Abs) IgA e
IgG fue significativamente méas alta en animales inmunizados a mayor edad, equiparable
con la respuesta de 1gG en secreciones (saliva, moco), mientras que el analisis de IgA en
secreciones fue significativamente mas alta en animales inmunizados a menor edad. Esto
confirma la compartimentalizacién del sistema inmunoldgico y el efecto de las condiciones
del medio como determinantes de la respuesta. Por otra parte, la respuesta celular

’

“in vitro”, no pudo ser demostrada por citometria de flujo, lo que sugiere que el protocolo
empleado de inmunizacion subcutaneo/subcutaneo/intranasal (SubC/SubC/IN) gener6
principalmente una respuesta de perfil Th2. Por lo tanto, se concluyo que la inmunizacion
perinatal genera una respuesta inmunoldgica que, a nivel sistémico se ve favorecida en
animales de dos semanas de edad, mientras que a nivel mucosal (secreciones) se evidencia

en animales mas jovenes.

VI



1. INTRODUCCION

El sistema inmunolédgico es un complejo conjunto de Organos, células y sustancias
quimicas capaces de identificar los peligros potenciales para el cuerpo, asi como su
eliminacion mediante el montaje de una respuesta inmunoldgica (Beck y Gail, 1996;
Schneider, 2005).

El sistema inmunoldgico protege contra los virus, bacterias y parasitos que pueden
causar enfermedades. Este responde a los antigenos, un Ag es una sustancia que estimula
una respuesta inmunolégica especifica, entre ellas la produccion de Abs; esto implica,
basicamente, el reconocimiento de formas. Los Ags son usualmente proteinas o
polisacéridos, pero pueden ser cualquier tipo de molécula. Los agentes infecciosos como
los virus y las bacterias tienen Ags Unicos que el sistema inmunoldgico reconoce (Beck y
Gail, 1996; Schneider, 2005).

La capacidad de respuesta del sistema inmunoldgico no es la misma a lo largo de la
vida; se ha observado que en el periodo neonatal, las infecciones son una causa importante
de morbilidad y mortalidad, lo cual parece indicar que los neonatos son incapaces de
desarrollar respuestas inmunoldgicas eficaces durante la etapa de los retos inmunol6gicos

primarios, contribuyendo a que sea mas susceptible a las infecciones (Pérez, 2010).

La inmunidad en nifios es facilmente susceptible de inducirse a través de la
vacunacion, accion que genera un notable impacto sobre la morbilidad y mortalidad en este
tipo de poblacion, sin embargo, no se tiene informacion sobre la edad Optima de
inmunizacion perinatal para inducir una respuesta inmunoldgica efectiva sobre todo en
mucosas (Siegrist y Aspinall, 2009). Para estudiar dicho problema, en un modelo de
minicerdo vietnamita, se analizaron las respuestas de Abs séricos y mucosales contra el Ag
ovoalbumina (OVA) despues de la inmunizacion temprana, con el fin de conocer la edad
Optima de vacunacion y tener datos que ayuden a disefiar protocolos de inmunizacion

efectivos.




1.1.Sistema inmunoldgico neonatal

La edad neonatal se caracteriza por un delicado proceso de adaptacion a la vida
extrauterina. Aunque la transferencia de inmunidad materna protege al neonato, esa
proteccidn es transitoria e insuficiente. Ademas, la proteccion inmunoldgica temprana
inicialmente se basa en inmunoglobulinas G (IgG) (particularmente de subclase 1gG1)
(Gasparoni y cols., 1992) de origen materno, los niveles de ésta disminuyen después del
nacimiento con una vida media de 21-30 dias (Avanzini y cols., 1998). Por lo tanto, los
nifios se vuelven vulnerables a las infecciones dentro de un corto periodo de tiempo (entre
el primer y tercer mes de vida) (Fernandez y cols., 1994), sin el desarrollo de su inmunidad
adaptativa para conferir proteccién sostenida. El sistema inmunoldgico es particularmente
afectado por problemas de adaptacion, de hecho, una competencia inmunol6gica madura
podria tener efectos desfavorables debido a la incompatibilidad antigénica materno-fetal,
ademas de ser innecesaria para el feto, que se desarrolla en un area libre de gérmenes
(Lewis y Tu, 2004). El recién nacido, por el contrario, debe ser capaz de defenderse contra
microorganismos patdgenos del medio ambiente. Como resultado de estos requisitos
contradictorios, el sistema inmunolégico estd incompletamente desarrollado al nacer,
colocando al recién nacido en una situacion dificil (Lewis y Wilson, 2001; Cunningham-
Rundles, 2004).

El incremento en la susceptibilidad a infecciones en los recién nacidos, especialmente
en los prematuros, ha sido bien documentada (Gans y cols., 1998; Siegrist y Aspinall,
2009). La inexperiencia antigénica y la prevalencia de factores de supresion durante la vida
fetal son responsables de la inmadurez "fisioldgica" de la funcién inmunolégica en los
recién nacidos (Lewis y Wilson, 2001; Lewis y Tu, 2004). Se ha reportado en los neonatos
una produccion y/o capacidad funcional limitada de todos los componentes celulares del
sistema inmunoldgico (Arkachaisri y Ballow, 1999; Marshall-Clarkie y cols., 2000);
ademas, se han documentado deficiencias cuantitativas y cualitativas de los componentes
humorales del sistema inmunolégico de los neonatos en relacion al de los adultos (Paniagua
y cols., 2003).




1.1.1. Consideraciones anatomicas

Luego del nacimiento, la piel y el intestino del lechén se colonizan rapidamente por
bacterias, con el objetivo de prevenir las infecciones y al mismo tiempo, evitar la
generacion de respuestas inflamatorias excesivas, existe una distribucion particular de
moléculas inmunologicas en la piel y el epitelio mucoso del lechon, a la vez que tiene lugar

una respuesta de fase aguda en la sangre periférica (Robledo y Robledo, 2003).
Piel

El vérnix caseoso que recubre la piel de los lechones contiene las denominadas
proteinas y péptidos antimicrobianos (APP), como la lisozima, las defensinas y los &cidos
grasos libres con actividad antibacteriana, entre otros (Stites y cols., 1998).

Tracto intestinal

El intestino fetal se encuentra repleto de liquido amni6tico estéril. Luego del
nacimiento, hay una rapida transicion hacia la colonizacién intestinal primaria, lo cual
representa un desafio para el sistema inmunoldgico innato. Los enterocitos del intestino
delgado fetal expresan en la membrana basolateral el receptor tipo toll 2 (TLR2) y el
receptor tipo toll 4 (TLR4) entre las 18 y 21 semanas de gestacion. La estimulacion de las
células intestinales fetales por lipopolisacaridos (LPS) produce activacién del factor nuclear
kappaB (NFkB) y la produccion de las quimiocinas CXCL8 y CXCL2. Sin embargo, una
respuesta inflamatoria exagerada puede significar un riesgo para el lechon frente a las
bacterias intestinales gram negativas. Por esta razon, la exposicion del intestino perinatal a
los LPS genera una baja expresion de las cinasas asociadas a interleucina 1 (IRAK-1),
intermediario en la traduccién de sefiales del TLR4, con disminucién en la capacidad de
respuesta de las células intestinales a los LPS. Esta tolerancia posnatal a las endotoxinas
parece favorecer la adaptacion del neonato a la colonizacion microbiana posterior y el
mantenimiento de la homeostasis hospedero-microbio, necesaria para el establecimiento de

una relacion de comensalismo (Insoft y cols., 1996; Bjorkstén y cols., 2001).




Plasma

Los lechones tienen menor concentracion de los componentes del complemento, lo
cual puede generar mayor dificultad para controlar las bacteremias y para producir
respuestas inmunitarias adecuadas (Paniagua y cols., 2003).

La adenosina es un nucle6sido que aumenta en respuesta a la hipoxia y tiene
propiedades inmuno-modulatorias. En la sangre del cordon umbilical neonatal existen
concentraciones elevadas de adenosina que, al actuar sobre los receptores de adenosina A3
en las células mononucleares, inhibe la sintesis del factor de necrosis tumoral o (TNF-a)
mediada por TLR2 (Walker y Goldstein, 2007).

La sintesis de proteinas de fase aguda (PFA), estimulada por interleucina 1p (IL-1p) e
interleucina 6 (IL-6), aumenta de modo muy intenso durante la primera semana luego del
nacimiento. Dado que muchas PFA tienen accion en la depuracion o detoxificacion de LPS
y de otros agonistas de receptor tipo toll (TLR), el objetivo del aumento posnatal de estos
productos consistiria en controlar la translocacién de productos bacterianos que pudieran

haber atravesado la mucosa intestinal (Levy, 2007).
Tracto respiratorio

La exposicion del epitelio respiratorio a agonistas TLR, como las endotoxinas, genera
IL-1B; esto induce la expresion de la defensina humana beta 2 (HBD2) y, finalmente, la
activacion de la expresion de los APP. De esta manera, la expresion de HBD2, la defensina
predominante en el epitelio respiratorio neonatal, es regulada e inducida por la IL-1B. La
concentracion de HBD2 en el epitelio respiratorio neonatal aumenta en forma paralela con

la edad gestacional (Rivas y cols., 2006).

La exposicion a las endotoxinas contenidas en el polvo ambiental (agonistas TLR4) a
partir de los 3 meses de vida se ha asociado con una capacidad potenciada de generar
respuestas tipo Thl con sintesis de interferon gama (IFN-y). Estos hallazgos demuestran
que la exposicién a agonistas TLR en edades tempranas de la vida acelera la maduracion de
la respuesta Thl y protege contra trastornos alérgicos y atopicos (Levy, 2007; Walker y
Goldstein, 2007).




En el nacimiento es abundante la presencia de células T regulatorias CD4+CD25+, las
que inhiben la respuesta inmunoldgica Thl y favorecen la tolerancia inmunoldgica. La
activacion de TLR puede estimular las respuestas Thl al revertir el efecto de las células
reguladoras, de forma indirecta por la secrecion de IL-6 o bien de manera directa por la
activacion de receptor tipo toll 8 (TLR8) (Levy, 2007).

1.2. Las mucosas como via de entrada para los patogenos

Las membranas mucosas son la principal via de entrada de microorganismos,
alérgenos y carcingenos. La superficie mas vulnerable y extensa son los 340 m® de
mucosa gastrointestinal (casi 200 veces mayor que la superficie cutdnea que abarca de 1.5 a
2 m?), seguida de la respiratoria 60 m?, pero también la mucosa de las vias urogenital y la
conjuntiva que recubre los 0jos. Este sistema protector esta formado por la mayor coleccion
de células inmuno competentes del organismo (Brandtzaeg, 1995; Pilette y cols., 2001;
Debertin y cols., 2003; Arranz y Garrote, 2006).

Cada respiracion lleva en el aire inhalado miles de microorganismos y micro particulas
capaces de causar dafios al organismo, sin embargo, esta exposicion parece bien controlada,
por lo tanto, en condiciones normales, las vias del sistema respiratorio parecen estar bien
equipadas para eliminar de manera eficiente materiales exdgenos sin que se genere una
respuesta inflamatoria o inmunolégica (Bouvet y Fischetti, 1999). La defensa contra los
patdgenos del tracto respiratorio se basa en dos mecanismos distintos que se encuentran en
las vias respiratorias y el espacio alveolar. En las vias respiratorias, la defensa mecénica
parece predominar e incluye la deposicion en las superficies nasal y la orofaringea y la
eliminacién a través de la tos, estornudos y la remocion mucociliar. Por el contrario, el
epitelio alveolar carece de cilios y por lo tanto la remocion de las particulas y
microorganismos se basa principalmente en los macréfagos alveolares (Sibille y Reynolds,
1990). Durante la evolucion se han desarrollado diversas zonas inmunoldgicamente
especializadas, capaces de responder localmente frente a cualquier agresion del medio
externo. Estos puntos de defensa corresponden a organizaciones del tejido linfoide que
pueden formar desde acimulos dispersos de linfocitos, hasta estructuras bien organizadas
como las del ganglio linfatico y reciben el nombre de tejido linfoide asociado a mucosas
(MALT) (Goronzy y Weyand, 2007).




1.3. Tejido linfoide asociado a mucosa (MALT)

La importancia de estos tejidos estd en ser la primera linea de defensa de esta gran
superficie, para lo cual el organismo tiene una reserva mayor de células plasmaticas en los
tejidos del MALT que la suma de las existentes en bazo, ganglios y médula 6sea (Elmore,
2006).

El MALT consiste en agregados de tejido linfoide que se localizan en la lamina propia
y areas submucosas del tracto gastrointestinal donde destacan las Placas de Peyer (PP) del
ileon que son 30 a 40 nddulos en esa parte del intestino delgado y un apéndice, en el inicio
del intestino grueso. El respiratorio donde se ubican las amigdalas linguales (en la base de
la lengua), palatinas (en la parte posterior de la boca) y faringeas o adenoides. Constan de
nddulos linfoides, con linfocitos, macréfagos, granulocitos y mastocitos. Las células B se
organizan en numerosos foliculos, incluyendo secundarios con sus centros germinales
(GC). Poseen un papel defensivo frente a patdgenos que entran por los epitelios nasales y

orales.

Los tejidos del sistema inmunologico de las mucosas pueden dividirse en sitios
inductores como el tejido linfoide asociado a nariz (NALT), el tejido linfoide asociado a
bronquios (BALT) y en sitios efectores (Pabst y Binns, 1994). Los sitios inductores
comprenden los tejidos linfoides donde las células inmunoldgicas inexpertas son activadas
para convertirse en células efectoras y de memoria. El proceso comienza con la entrada del
Ag a través de unas células epiteliales especializadas, denominadas células M, que tienen
una membrana muy invaginada (ribete en cepillo) hacia la luz y una concavidad que
alberga linfocitos B, T y macrofagos. Estas células M se situan en los llamados sitios
inductivos, los Ags endocitados por la célula M son transportados a los linfocitos B del
foliculo subyacente al sitio inductivo. Algunos de estos linfocitos B sensibilizados viajan
por la linfa, atraviesan los ganglios linfaticos mesentéricos, pasan por la cisterna del quilo a
sangre, desde la circulacion sanguinea regresan por capilares a la lamina propia intestinal,
donde se distribuyen de modo difuso pero extenso y se diferencian a células plasmaticas
especializadas en secretar inmunoglobulina A secretora (SIgA), que atraviesa la capa de
células epiteliales y recubre la zona apical que da a la luz. Alli, la SIgA puede interaccionar

con el Ag que dio origen a la respuesta. El resto de los linfocitos B activados se diferencia




in situ y las celulas plasmaticas liberan IgA en la misma zona efectora (figuras 1 y 2)

(Brandtzaeg y cols., 1999; Kiyono y Fukuyama, 2004; Lafez, 2006).
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Figura 1. Esquema de induccion de respuestas inmunolodgicas a nivel de mucosas. Los
Ags en el lumen son principalmente atrapados por células M en los sitios inductores y entregados a células
presentadoras de antigeno (APC), incluyendo macréfagos, células dendriticas (DC) y células B. Las células T
en el area parafolicular del foliculo linfoide subyacente, se activan y producen citocinas necesarias para la
maduracion inicial de células B. Las células T y B activadas emigran por el sistema linfatico a la sangre
periférica y llegan principalmente a la ldmina propia y en menor grado a otros tejidos exocrinos. Los
linfoblastos B se diferencian en la ldmina propia, bajo la influencia de células T CD4+ y APC, en células
plasmaticas con secrecidn de la inmunoglobulina polimérica (plg). La plg es selectivamente transportada al
lumen mediante un mecanismo llamado transcitosis, es tomada por el receptor de inmunoglobulina polimérica
(pIgR) que se encuentra en el lado basolateral de la célula epitelial y finalmente, es soltada como SIgA, como
el Ab principal en la superficie de la mucosa (Kiyono y cols., 1992).

1.3.1. Tejido linfoide asociado a nariz (NALT)

Conocido también como anillo de Waldeyer, incluye las amigdalas, las adenoides y
gran numero de acimulos linfoides. La génesis del NALT inicia después del nacimiento a
través de sefales estimulantes proporcionadas por Ags del medio ambiente y mitdgenos
(Kiyono y Fukuyama, 2004). Por lo tanto, la estimulacion del medio ambiente podria ser
esencial para la organogénesis y maduracion del NALT. Este tejido consiste en epitelio
asociado a foliculos (FAE), vénulas del endotelio alto (HEV), areas enriquecidas de células

Ty B, células M que estan especializadas en la captacion del Ag (similar a las presentes en
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el FAE de las PP), asi como APC (incluyendo las DC y los macrofagos). Por lo tanto, el
NALT contiene todas las células que son necesarias para la induccion y la regulacion de la
respuesta inmunoldgica de la mucosa contra los antigenos que entran por la cavidad nasal.
Debido a la capacidad de migrar de las células de memoria y efectoras activadas en el
NALT, estas regresan preferencialmente a la mucosa nasal, su sitio inductor (Debertin y
cols., 2003; Kiyono y Fukuyama, 2004).

1.3.2. Tejido linfoide asociado a bronquios (BALT)

ElI BALT es una estructura linfoide organizada que no estéd pre-programada sino que se
desarrolla en respuesta a la infeccion o en enfermedades inflamatorias cronicas. Las
investigaciones han demostrado que el BALT ofrece un nicho para la maduracion de
células T y la educacion de las células B para ayudar en la eliminacion de los agentes
infecciosos, destacando la posibilidad de que el BALT puede ser disefiado y aprovechado
para mejorar la inmunidad protectora contra patdgenos respiratorios (Foo y Phipps, 2010).
ElI BALT fue descrito inicialmente como agregaciones foliculares compuestas
principalmente de linfocitos. En general, se encuentra a lo largo de las bifurcaciones de la
parte superior bronquial (Sminia y cols., 1989). Ahora se reconoce que el BALT es una
estructura organizada, con zonas T y B, HEV y células similares a las células M de las PP
(Pankow y Von Wichert, 1988; Corr y cols., 2008), células dendriticas foliculares (FDC)
que en el BALT se encargan de presentar el Ag, asi como proporcionar sefiales
co-estimuladoras que aumentan la activacion de células B y la proliferacion en los GC
(Kosco-Vilbois y cols., 1993).

Una vez que los linfocitos han dejado los sitios inductivos tienen como destino el
BALT. Una parte de sus funciones esta relacionada con la respuesta inmunol6gica mucosal
y mas especificamente a la produccion de IgA (Pilette y cols., 2001). En especies como
conejos y ratas el BALT es un organo linfoide constitutivo, presente al momento del
nacimiento. En el hombre, el BALT no esta en el pulmdn saludable (Pabst y Binns, 1994).
En los cerdos, el BALT tampoco es una estructura linfoide presente desde el nacimiento y
estd ausente en los animales libres de gérmenes. Por lo tanto, con respecto a los factores

que influyen la aparicion, el niamero, tamafio y composicion celular del BALT, el pulmon




de cerdo podria ser un buen modelo para correlacionar con el humano (Pabst y Binns,
1994).
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Figura 2. Sitios inductores y efectores en mucosas (Gerdts y cols., 2006).

1.4. Respuesta inmunoldgica mediada por anticuerpos en la mucosa

Entre las moléculas efectoras del sistema inmunologico los Abs son, sin lugar a dudas,
cruciales para el control de infecciones, especialmente para aquellas producidas por
microorganismos extracelulares o los que su ciclo de vida transcurre con una etapa
extracelular. Claras evidencias de esto se encontraron en la naturaleza cuando se informé
que nifios que tenian dificultades para producir inmunoglobulinas eran muy susceptibles a
las infecciones, las cuales frecuentemente resultaban fatales (Gitlin y cols., 1956). Sin
embargo, los Abs no siempre tienen un papel protector ya que pueden ser responsables de
dafo tisular en procesos autoinmunes (Lipsky, 2001; Jonsson y cols., 2001) y mediadores

de procesos alérgicos (Broide, 2001).




1.4.1. Inmunoglobulina A (IgA)

Las respuestas inmunoldgicas que tienen lugar en las mucosas se caracterizan por ser
de SIgA. Estos Abs representan la clase predominante en secreciones exteriores y la mejor
proteccion especifica para las superficies de la mucosa por el bloqueo mediante fijacion de
las bacterias y los virus. La SIgA constituye mas del 80% de todos los Abs producidos en el
MALT de los seres humanos (Mestecky y McGhee, 1987; Hanson y Brandzaeg, 1989;
Kerr, 1990; Brandtzaeg y Farstad, 1999; Corthésy y Spertini, 1999; Shikina y cols., 2004).

La mayoria de la SIgA en los mamiferos se deriva de la sintesis local por las células B,
y no de la circulacion, con lo cual se ha establecido claramente que el sistema
inmunoldgico secretor esta separado y es independiente de la inmunidad sistémica. La
induccién de la produccion local de IgA depende en gran medida de las células T
cooperadoras 2 (T helper 2 - Th2 -) que producen citocinas que favorecen la respuesta de

células B (Brandtzaeg y cols., 1999).

El factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y la interleucina 10 (IL-10),
conjuntamente con la interleucina 4 (IL-4) e interleucina 5 (IL-5) promueven la
diferenciacion de células B a células productoras de IgA (Kim y Kagnoff, 1990; Okahashi y
cols., 1996). La mayoria de las células plasmaticas productoras de IgA tienen una vida
media de 5 dias, por lo tanto la migracion y la maduracion de las células B en tejido
mucosal debe ser garantizado por dia (Brandtzaeg y cols., 1999); ademas, la IL-6 parece

jugar un papel crucial en la maduracion de la IgA (Ramsay Yy cols., 1994).

Después de su sintesis, las moléculas de IgA polimérica se unen al plgR en la cara
basolateral de las células que conforman el epitelio de la mucosa y son transportadas a la
superficie apical y la porcion extracelular del plgR, denominada componente secretor (SC),
es fraccionado para la liberacion de la SIgA en la luz (Mostov y cols., 1980; Brandtzaeg y
Prydz, 1984; Mostov, 1994). Este mecanismo implica que las respuestas de Abs
Ag-especificos pueden ser establecidas en la luz sin alterar la integridad de la barrera
epitelial (Tomasi y cols., 1965; Stokes y cols., 1975; Conley y Delacroix, 1987). Ademas,
las células epiteliales de la mucosa humana proporcionan una fuente de IL-6 para la

maduracion de los linfocitos B en células plasmaticas (figura 3) (Salvi y Holgate, 1999).
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Curiosamente, ciertas citocinas como el IFN-y promueven el transporte de IgA a través
del epitelio por la regulacién a la alza en la expresion del plgR (Youngman y cols., 1994).
Parece pues, que la cooperacién entre los linfocitos cercanos y las células epiteliales de la
mucosa en el medio ambiente, es esencial para mejorar la funcion de IgA y la homeostasis

de la respuesta inmunoldgica.
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Figura 3. Transcitosis de inmunoglobulina A polimérica (plgA). El receptor epitelial para
plgs, es sintetizado en el reticulo endoplasmico rugoso (RER) vy glicosilado en el aparato de Golgi, es dirigido
a la membrana basolateral donde puede unirse a su ligando (generalmente plgA). ElI complejo plgR/plgA es
endocitado en vesiculas cubiertas. Mientras una significativa porcion de plgR es reciclado a la membrana de
la célula (no se muestra en el esquema), aproximadamente el 30 % del plgR es transcitado en condiciones
bésicas por un mecanismo microtubular y dependiente hacia vesiculas apicales. EI complejo plgR/plgA es
soltado en la hendidura de la membrana apical en el lumen mucosal como SIgA, mientras el SC es liberado
(Mostov, 1994).

Las caracteristicas Unicas de la SIgA, incluyendo su naturaleza polimérica, la
resistencia a las enzimas proteoliticas, patron de glicosilacion y la unién a moco (Biesbrock
y cols., 1991), contribuyen a la eficacia de los Abs de este isotipo en las secreciones
nasales, saliva, calostro, leche materna y las lagrimas. La SIgA se compone de dos
monomeros de IgA y dos cadenas de polipéptidos adicionales, la cadena J y SC. Los cuatro
polipéptidos constituyentes se producen por dos tipos distintos de células. Las cadenas

pesadas, las ligeras, y la J son sintetizadas y ensambladas por las células plasmaticas. EI SC
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corresponde a los cinco dominios extracelulares del plgR y es aportado por las células

epiteliales de las mucosas y las glandulas exocrinas (figura 4) (Dennis, 2008).
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Figura 4. Representacion esquematica de un dimero de SIgA. Dos monémeros de IgA son
unidos en una conformacién de cola a cola por la conexion de cadena J, mostrada con forma de U. ElI SC que
viene del producto de la escision del plgR esta representado como cinco esferas. Los principales puentes
disulfuro implicados en el ensamble apropiado del complejo entero son representados como lineas gruesas.
Otros rasgos incluyen los sitios glicosilados encontrados en varios polipéptidos que constituyen la proteina,
cuya funcidn es conferir estabilidad (Dennis, 2008).

En los mamiferos existen dos subclases del isotipo, IgAl e IgA2. Las moléculas de
IgAl contienen un segmento de 13 aminoacidos, ausentes en la region de la bisagra de las
moléculas 1gA2, que se ha postulado puede conferirle mayor flexibilidad (Pumphrey,
1986). La presencia de esta secuencia extra en moléculas IgAl es responsable de la
sensibilidad de los Abs a las proteasas de bacterias especificas (Mestecky y Russell, 1986;
Killian y Russell, 1994; Mattu y cols., 1998).

La funcidn principal de la IgA es proporcionar una barrera inmunoldgica que excluya a
los antigenos extrafios, como bacterias, virus, parasitos y toxinas de las superficies
mucosales (Lamm, 1997). La exclusion inmunologica impide la adherencia de los
microorganismos a las células del epitelio luminal para asi bloguear la invasiéon y la
infeccion (Corthésy y Kraehenbuhl, 1999). En el caso de infecciones virales, los estudios
in vitro con el virus de la influenza han establecido que la prevencién de la agregacion y
penetracion viral es un importante mecanismo por el cual la IgA neutraliza un virus (Taylor

y Dimmock, 1985). Durante su paso por las células epiteliales de las membranas mucosas,
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los Abs IgA pueden tener una oportunidad para neutralizar patogenos intracelulares y
obligar a antigenos en la l&mina propia a ser excretados a través del epitelio adyacente
hacia la luz, con lo que libran al cuerpo de los complejos inmunoldgicos formados a nivel
local y disminuyen su acceso a la circulacion sistémica (Kaetzel y cols., 1991). Se piensa
que la agregacion, inmovilizacion y neutralizacion de patogenos en las superficies de la
mucosa se Ve facilitada por la polivalencia de la SIgA. Por lo tanto, las moléculas SIgA en
secreciones exteriores muestran una mayor avidez a los antigenos en comparacion con
monomeros de IgA (Kaetzel y cols., 1991; Mazanec y cols., 1992; Brandtzaeg, 1995). Por
ultimo, a nivel intestinal, los complejos inmunolégicos atrapados en la capa de moco se
eliminan mediante el movimiento peristaltico, mientras que a nivel respiratorio lo hace por

un movimiento mucociliar.

Ademés de los plgR necesarios para transcitosis en el epitelio, la IgA se une a
receptores en muchas células mononucleares. El receptor Fc alfa (FcaR) se expresa en
eosinofilos, monocitos, macrofagos y neutrofilos (Monteiro y cols., 1990; Shen, 1992).
Hasta el momento, la mayoria de los estudios se han dirigido a la comprension de la
compleja estructura y funciéon de los FcoR sistémicos, donde destacan, la ocupacion y
agregacion de los FcaR por los Abs en monocitos que lleva a la liberacion de citocinas
pro-inflamatorias, el entrecruzamiento de los FcaR por IgA desencadenan el NFxB vy la
liberacion de quimiocinas por células mesangiales (Duque y cols., 1997), el FcoR
interactla preferentemente con pequefios agregados de IgA que contiene de cinco a seis
moléculas por agregado, mientras que el monomero o grandes agregados gque contienen IgA
se unen en menor medida (Reterink y cols., 1997), ademas, los FcaR que carecen de la
cadena gama protege a IgA de la degradacion celular a través de endosomas tempranos y la

membrana plasmatica.

1.4.2. Inmunoglobulina G (IgG)

Ademas de IgAs, cantidades significativas de 1gG también pueden ser secretadas en el
lumen intestinal de humanos adultos y roedores. Se ha reportado que las secreciones
nasales contienen 300 mg/mL de IgG (Hanson y Brandzaeg, 1980), y aproximadamente

800 mg/mL de 1gG pueden ser detectados en el recto humano (Kozlowski y cols., 1997).
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Se ha demostrado, ademas, que la IgG puede ser transportada a través de barreras
epiteliales intactas, a través de la placenta en humanos y en intestino neonatal de los
roedores y animales domesticos, para la transferencia pasiva de inmunidad de la madre al
feto o neonato, respectivamente (Dickinson y cols., 1999; Baba y cols., 2000; Yoshida y
cols., 2004). El receptor responsable de este transporte es el receptor Fc neonatal para IgG
(FcRn). Niveles significativos de FcRn también se expresan constitutivamente en las
celulas epiteliales durante toda la vida en el intestino humano, pulmén y rifion (Israel y
cols., 1997; Dickinson y cols., 1999).

La identificacion de la expresion de FCRn en numerosos tipos de células epiteliales en
los seres humanos y en otros mamiferos durante la vida adulta, junto con el reconocimiento
de que FcRn media el transporte bidireccional de IgG (de basolateral a apical asi como de
las superficies apicales a la basolateral) in vitro e in vivo a través de las barreras epiteliales,
ha dirigido la atencién a otras posibles funciones del FCRn en la inmunidad mas alla de la
transferencia pasiva de 1gG y la proteccion del catabolismo de la 19gG (Persson y cols.,
1993; Dickinson y cols., 1999; Spiekermann, 2002; Claypool, 2004; Yoshida y cols., 2004).

En concreto, este transporte bidireccional de 1gG confiere una singular capacidad de
FcRn para recuperar Ags luminales como un complejo con 1gG y depositarlos en la
mucosa, donde los complejos Ag-IgG puede ser capturados por APC para su posterior

presentacion a las células T CD4+ (Yoshida y cols., 2004).

La IgG estd equilibrada entre los compartimientos intravasculares y extravasculares,
proporcionando asi una proteccion sistémica completa. Las cuatro subclases de IgG son
muy homologas en cuanto a su estructura, pero cada una de ellas tiene un perfil Unico de
funciones efectoras; asi, en la activacion de la ruta clasica del complemento, los complejos
formados con 1gG1 e IgG3 son eficaces, con 1gG2 son menos eficaces y con IgG4 son
inactivos (Melchers, 2005).

Por otra parte, para la produccion de células IgG™ en la mucosa (que representan
alrededor del 3 y el 20% de las células productoras de Ig en el tubo digestivo y los

bronquios, respectivamente), el isotipo predominante es IgG1. En cuanto a células, son méas
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frecuentes las 19G3 que las células 1gG2 en las vias aéreas superiores, en contraste con el
intestino distal (Pilette y cols., 2001).

Aunque aun no ha sido descrito completamente, algunas de las funciones principales
de 1gG local podrian ser un control especifico de la invasion a la mucosa por parte de los
agentes patdgenos, como complemento a la actividad local de SIgA, y de participar en la
transcitosis subepitelial de complejos inmunologicos dependientes de IgA (Kaetzel y cols.,
1991). Se puede imaginar la interaccion de 1gG e IgA poliméricas locales, el primer isotipo
funcionando para neutralizar la particula y el segundo accionando la transcitosis del
complejo para su liberacion final en el lumen. Mas estudios seran necesarios para delimitar

la importancia de IgG locales en la prevencion de infecciones.
1.5. Inmunidad mediada por células

1.5.1. Linfocitos T

Son llamados asi porque maduran en el 6rgano linfatico primario llamado timo; estos
tienen un receptor de célula T (TCR) unido a su membrana; dicho receptor es un
heterodimero compuesto por cadenas a-p 0 y-6 y es el responsable de que casi todas las
celulas T solo reconozcan antigenos cuando una molécula MHC propia se los presenta en la
membrana de una APC.

Todas las subpoblaciones de células T tienen relacion con el complejo transductor de
sefial en la membrana (CD3), este es un complejo de 5 cadenas polipéptidas invariables que
se relacionan para formar 3 dimeros; dichas poblaciones se diferencian por la presencia de
otra molécula en su membrana, la cual puede ser CD4 o CD8. Estas moléculas funcionan
como correceptores con base en sus capacidades para reconocer el complejo peptido-MHC
y sus dominios extracelulares son los que se unen a las regiones conservadas de las MHC
en las APC.

CD4 es una glicoproteina de membrana monomeérica de 55 kDa con 4 dominios
extracelulares similares a las inmunoglobulinas (D; — D,), ademés tiene una region
transmembranal hidrofoba y una cola citoplasmica larga que alberga 3 residuos de serina y
pueden fosforilarse; las células T que presentan esta CD4 solamente reconocen Ags unidos

a MHC clase Il. Por otro lado, CD8 es un heterodimero a-3 enlazado por puentes disulfuro
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0 un homodimero a-a, el cual se une Unicamente a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase I (MHC-I) por el contacto con los dominios a2 y a3 de ésta.
La expresion de alguna de estas moléculas, define dos subpoblaciones funcionales de los
linfocitos T ya que las células T CD4+ funcionan como linfocitos T cooperadores (Th) y las

que son T CD8+ son linfocitos T citotoxicos (Tc) (Goldsby y cols., 2004).

Las células Th se activan por el reconocimiento de un complejo Ag-MHC clase 1l en
una APC, después de activarse, comienzan a dividirse y crear una clona de células
efectoras, cada una especifica para el mismo complejo Ag-MHC clase Il. Estas células Th
secretan varias citocinas, que juegan una funcion central en la activacion de las células B,
células T y otras células que participan en la reaccion inmunitaria. Las células Tc se activan
cuando interacttan con un complejo Ag-MHC clase | en la superficie de una célula propia
alterada, en presencia de las citocinas apropiadas (Zuckermann., 1999). Esta activacion, que
tiene como resultado la proliferacion, determina que la célula Tc se diferencie en una célula
efectora llamada linfocito T citotoxico (LTC). En contraste con las células Th, casi todos
secretan unas cuantas citocinas y adquieren la capacidad para reconocer y eliminar células

propias alteradas (Harty y Badovinac, 2002; Abbas y cols., 2004).

1.5.2. Linfocitos gama delta
En base a la expresion del receptor de células T, dos distintas poblaciones se han

identificado y designado como células T off y y6 (Lahn, 2000).

Las células T yd representan un pequefio subconjunto de células T que poseen un TCR
compuesto por dos cadenas de glicoproteinas llamadas yé (Holtmeier y Kabelitz, 2005). A
diferencia de las células T af, que residen principalmente en los drganos linfoides
secundarios y juegan un papel central en la respuesta inmunolégica adaptativa, muchas
células T yo residen en las capas epiteliales de tejidos subyacentes a las superficies internas
y externas del cuerpo, tales como la piel, epitelio intestinal, los pulmones, y la lengua,
donde funcionan como una primera linea de defensa (Born y cols., 1999). Presentes en
mayor cantidad durante la vida temprana y disminuyendo en adultos, este grupo de células
T suele ser mucho menos comun que las células T af en circulacion (Haas y cols., 1993).
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Caracteristicas y funcion de los linfocitos gama delta

Las células T yd se acumulan en los sitios de infeccion (por bacterias, virus, hongos) o
inflamacién cronica, son capaces de producir citocinas del perfil Thl y Th2, tienen una
rapida activacion por citocinas proinflamatorias (por ejemplo, TNF-a), muestran una alta
expresion de marcadores de memoria, su citotoxicidad no estd restringida por MHC y
mantienen una comunicacion cruzada con otras células inmunoldgicas entre las que
destacan las células asesinas naturales (NK) por parte de la inmunidad innata y las células

B y T af en la inmunidad adaptativa.

Al principio, las células T yd se comparaban con células NK, ya que comparten
muchas funciones, tales como la capacidad de producir grandes cantidades de IFN-y o el
hecho de que algunas células expresan receptores de inhibicion de células NK (KIR’s)

similares a los que se encuentran en células NK (Ferrick y cols., 1995).

Por otra parte, las células yd, llevan en su superficie un conjunto de moléculas de
superficie que comparten con las células T af (por ejemplo, CD2, CD3, CD7) y/o las
células hematopoyéticas (por ejemplo, CD18, CD58). En los roedores y los seres humanos,
correceptores CD4 o CD8 se encuentran en la gran mayoria de las células T off de los
adultos, pero sélo en una pequefia fraccion en las células T yd derivadas de los sitios no
epiteliales. Las células T yd6 CD8+ son mucho mas frecuentes en la sangre y el bazo del
ganado y aves y en la mucosa intestinal de la mayoria de los animales. Sin embargo, a
diferencia de las células T of CD8+, que por lo general expresan correceptor
heterodimérico (es decir, compuesto de una subunidad a y una B), la mayoria de las células
T vd expresan moléculas CD8+ homodiméricas “aa” (Allison y Garboczi, 2002). Hay
varias explicaciones para estas diferencias fenotipicas que se relacionan con las distintas
caracteristicas de desarrollo, la especificidad del Ag y el estado de activacion de células T
ap y las yd. En particular, la falta de ambos correceptores CD4 y CD8 en la mayoria de las

células T yo probablemente refleja su capacidad de reaccion sin restriccion al MHC.

En ausencia de células yd, las células T CD4+ parecen producir més IL-2, y los
linfocitos T CD8+ mas actividad citotoxica, lo que indica que las células T yo tienen un

efecto moderador sobre la funcion de las células T af. Este efecto sobre el sistema
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inmunoldgico adaptativo también incluye la regulacion de las células B y su capacidad de
producir inmunoglobulinas. Por ejemplo, en presencia de I1L-4 las células T yo estimulan el
aumento en la produccion de inmunoglobulina E (IgE), mientras que en ausencia de 1L-4
las células T yd solo apoyan la produccion de 1gG (figura 5) (Hacker y cols., 1995).
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Figura 5. Papel de las células T yo en la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa. El
TNF-a producido por las células T y6 mejora la produccion de IFN-y en las células NK, que a su vez activa a
las células T y3. La "comunicacion cruzada" entre células y0 y af: las células T yd pueden disminuir la IL-2
en células T off (lineas continuas) dada la produccion de IFN-y. Por otra parte, las células T aff pueden
contribuir a la expansion de las células T yd (lineas discontinuas). Entre las células T y8 y las células B, el
efecto parece ser aumentar la produccion de IgG e IgE (Lahn, 2000).

Las respuestas de los linfocitos T yd se han encontrado en numerosas enfermedades y
los datos se acumulan para sugerir que la funcién principal de estas células es la regulacion
inmunologica y la proteccion de tejidos contra los efectos dafiinos secundarios de la
respuesta inmunoldgica (Born y cols., 1999). En consecuencia, el secuestro de las células T
vd en los tejidos epiteliales 0 mucosas podria ser explicado por una mayor necesidad de
regulacion inmunologica (Komano y cols., 1995). Las células T yd del pulmén inducidas
por una infeccion producen IFN-y y TNF-a, por lo tanto, es posible que participen en la
induccion de células T CD8+ en los pulmones durante el curso de la infeccién (Rogers y
cols., 1991). También es posible que las células T yd participen en la induccion de células T
CD8 indirectamente a través de la activacion de poblaciones, como los macrofagos
(Nishimura y cols., 1995). Se ha informado que los macréfagos producen interleucina 12

(IL-12) ante la estimulacién por el IFN-y y TNF-a, que, a su vez, son producidos por las
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células yo. La IL-12, indirectamente inducida por las células T yd podra participar en la
induccidn de células T CD8+ (Lahn, 2000).

1.5.3. Linfocitos CD25

Durante una respuesta inmunoldgica, la presentacion y union del Ag por el MHC, a
una célula T por medio de su TCR estimula la secrecién de interleucina-2 (IL-2) y al mismo
tiempo, la expresion de receptores de IL-2 (IL-2R). Los receptores consisten en una
subunidad alfa privada (CD25) y dos subunidades compartidas, beta (CD122) y gama
(CD132). La heterodimerizacion de los dominios citoplasmaticos CD122 y CD132 son
suficientes para la sefializacion de transduccion (Nakamura y cols., 1994). La subsecuente
interaccion de IL-2 con IL-2R, estimula el crecimiento, diferenciacién y supervivencia de

las células inmunoldgicas (Nakagawa y cols., 1988).

Actualmente se cree que el CD25 actlia s6lo para generar el receptor de alta afinidad
IL-2R, que consiste en el heterotrimero de las subunidades CD25/CD122/CD132, pero la
falta de expresion de CD25 conduce a una disminucion de las células T periféricas y la
aparicion de clonas autorreactivas (Roifman, 2000). Hoy en dia la expresién de CD25 se
encuentra asociada a la expresion del gen FoxP3, un marcador especifico de células T
reguladoras. Estas células modulan la autoinmunidad, inhibiendo a las células T
autorreactivas que escapan al control del timo. Pueden diferenciarse en el propio timo,
Ilamandose T reguladoras (Treg) naturales, o en la periferia, llamadas Treg adaptativas
(Bluestone y Abbas, 2003).

Las células Treg naturales, a diferencia de las células T, que expresan CD25
transitoriamente después de la activacion, mantienen la expresion de CD25 (Malek y cols.,
2002), muy probablemente debido a la continua estimulacion del TCR por antigenos
propios en la llamada seleccién negativa (Seddon y Mason, 1999). Se consideran Treg
naturales porgue siempre estan presentes en individuos normales y llevan a cabo su funcion

de regulacion durante el funcionamiento normal (Bach, 2003).

Por otro lado, existe un conjunto de células reguladoras que se generan a partir de
poblaciones de células T maduras bajo ciertas condiciones de estimulacion antigénica. Al

igual que las células Treg naturales, las células Treg adaptativas se originan en el timo, pero

19

——
| —



pudieran derivarse de subconjuntos clasicos de células T o las células Treg naturales. El
nivel de expresion de CD25 en las células Treg de adaptacion es variable, dependiendo de
la enfermedad y el sitio donde se hayan requerido. La funcién de las células Treg
adaptativas in vivo es dependiente de citocinas (Maloy y Powrie, 2001). Por lo tanto, se
propone que las células Treg adaptativas se diferencian de las células Treg naturales no por
su origen (el timo), sino méas bien por su exigencia de una mayor diferenciacion en

consecuencia de la exposicion al Ag en un contexto inmunologico distinto.

Las Treg adaptativas median sus actividades inhibitorias con la produccion de
citocinas inmunosupresoras, como el TGF-p ¢ IL-10 (Nakamura y cols., 2001). Por el
contrario, las células Treg naturales, al menos in vitro, funcionan por un mecanismo
independiente de citocinas, que presumiblemente implica interacciones. Este mecanismo de
supresion dependiente de contacto se ha demostrado mas convincentemente en las células
CD4+CD25+ naturales (figura 6) (Nakamura y cols., 2001).

En resumen, se considera que la funcion principal de las células Treg naturales es
evitar la respuesta inmunoldgica contra antigenos propios. Por el contrario, se sugiere que
el subconjunto de células Treg adaptativas tiene la funcion principal de mantener el control
homeostatico sobre diversas respuestas inmunoldgicas, y puede 0 no ser un participante

crucial en el mantenimiento de la auto-tolerancia.

Existe conocimiento de una poblacion de células CD8+CD25+ con actividad
reguladora en el timo post-natal. Estas células comparten localizacion, fenotipo, funciones
y mecanismos de accidon con las células Treg CD4+CD25+ (Annunziato y cols., 2002;
Bluestone y Abbas, 2003).
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Dependiente de
contacto

Figura 6. Dos clases de células T reguladoras. a) En este modelo hipotético, las células Treg
naturales (morado) suprimen la respuesta inmunoloégica de una manera dependiente del contacto y su funcion
es en la homeostasis general para bloquear las acciones de las células T autoinmunes (rojo) en situaciones no
inflamatorias. b) El subconjunto de células Treg adaptativas aumenta la robustez de la supresién de una
respuesta mediante produccion de IL-10 y TGF-B. Es importante destacar que estas células Treg pueden
desarrollarse a partir de cualquier célula Treg CD4+CD25+ natural (rayas moradas) o mediante la alteracion
de la actividad de los linfocitos T cooperadores (Th) (rayas rojas) (Bluestone y Abbas, 2003).

1.6. Limitaciones del sistema inmunologico para responder en edades tempranas

Histdricamente, el sistema inmunoldgico neonatal se ha considerado inmaduro para la
generacion de respuestas inmunologicas y en su lugar originar tolerancia (Eskola y Kayhty,
1998). Los estudios realizados han mostrado que la proliferacion de linfocitos T neonatales
con Concanavalina A (ConA), tanto en infantes pretérmino y término, son
significativamente bajas comparadas con nifios y adultos (Gasparoni y cols., 2003). Mas
estudios han reportado diferencias fenotipicas significativas entre las células T del neonato
y adulto, sugiriendo la reduccion de la respuesta inmunoldgica mediada por células, aunque
existen reportes que han documentado que las células T del neonato, aunque inexpertas,

pueden aumentar competentemente la respuesta inmunoldgica bajo estimulos apropiados
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(Chipeta y cols., 2000). También, respuestas del tipo Thl mediada por IFN-y y TNF-a son
bajas en el neonato (una reducida produccion de IL-12 por mononucleares y DC podria ser
la razon) (Rondini y Chirico, 1999; Marodi, 2002), incluso la reduccién en la expresion del
ligando de CD40 (CD40-L) por las células T neonatales podria contribuir al retraso en la
diferenciacion de células T inexpertas en células Thl efectoras (Lewis, 2004). El porcentaje
de IL-2 producido por células T CD4+ como CD8+, en recién nacidos, es alto, mientras que
el porcentaje de IL-4 producido por células T CD8+ es alto comparado con el bajo
porcentaje producido por las células T CD4+ (Gasparoni y cols., 2003). En conjunto, los
linfocitos T neonatales son menos capaces de llevar acabo respuestas Thl e inclinarse hacia
respuestas Th2, dada una importante deficiencia de IFN-y lo que sugiere que las respuestas
tipo Thl estén mas comprometidas en neonatos y que progresivamente maduren con la
edad (Vigano y cols., 1999; Adkins y cols., 2001).

Por otra parte, se han descrito varias diferencias en el fenotipo de células B neonatales
(tabla 1), como incremento de CD10 presente en células inmaduras y CD38 (ADPc ribosa
hidrolasa) que funciona como un segundo mensajero en las vias de sefializacion, reduccion
de CD21, lo que limita su capacidad para responder a complejos polisacarido-complemento
(Timens y cols., 1989), CD32 que siendo un receptor de baja afinidad para Fc de la 1gG
regula a la baja la produccion de este isotipo cuando los niveles son altos, moléculas de
adhesion y moléculas del MHC-II (Lewis y Tu, 2004). Ademas, las respuestas de las
células B en la vida temprana son influenciadas por numerosos factores intrinsecos,
ejemplo de ello son los Abs de origen materno que se unen a los Ags de las vacunas y por

consiguiente, evitan que las células B sean estimuladas eficientemente (Siegrist, 2003).
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Tabla 1. Limitaciones intrinsecas y extrinsecas de los linfocitos B de los neonatos (Siegrist
y Aspinall, 2009).

~ TIPODE CARACTERISTICAS EN NEONATOS
CELULAS O SITIO

Células B inexpertas » Expresion disminuida de receptores celulares de superficie
(CD21, CD40, CD80 y CD86).

Células plasmaticas > Respuestas de 1gG limitadas a Ags proteicos en edades
menores a 12 meses.

» Respuestas limitadas de IgG a la mayor parte de Ags
polisacaridos en edades entre 18 y 24 meses.

» Limitada persistencia de Abs.

Células B de memoria » Preparacion eficaz de las células B de memoria incluso
antes del nacimiento.

» Progresiva diversificacion del repertorio de 1gG.

» Maduracion de afinidad limitada en edades menores a 4-6
meses.

Centros germinales > Respuestas de GC inmaduras*.
» Funcionalidad limitada de la red FDC*.

Médula 6sea » Acceso limitado a lugares de células plasmaticas*.

*observado en ratones.

La inmadurez de linfocitos T — B y APC (en particular los reducidos niveles en la
expresion de HLA-DR, CD1a, CD40, CD80, ICAM-1 e IL-12) son los responsables de la
marcada deficiencia de la produccion de Abs en el neonato. De hecho, el cambio de isotipo,
conocido como switch, de IgM a otros isotipos esta retrasado (Splawski y cols., 1991).

En conclusion, la respuesta citotoxica reducida, la pobre proliferacion de células T, la
inmadurez de los linfocitos T y B, la inadecuada sintesis de citocinas, la marcada
deficiencia en la produccion de Abs y la reducida actividad de neutréfilos, complemento y
células NK, son factores contribuyentes a la deficiente funcion inmunologica del neonato.
Sin embargo, a pesar de que la vacunacion neonatal no suele dar lugar a una rapida
respuesta de Abs, puede resultar eficaz para la sensibilizacion inmunoldgica, que puede
actuar como base para futuras respuestas (Belloni y cols., 2003). Por lo tanto, se cree que al
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evaluar la respuesta inmunoldgica ante la inmunizacion perinatal, ésta incrementara

directamente con la edad de vacunacion.

1.7. Protocolos de inmunizacion

La vacunacién oral y nasal ha demostrado ser eficaz para inducir respuestas
inmunoldgicas en mucosas, ya que estas rutas de inmunizacion se encargan de estimular a
las células inmunocompetentes en los sitios inductivos en la mucosa (Staats y cols., 1994).
Varios autores han demostrado que la inmunizacion via oral o intranasal (IN) con una
variedad de Ags, en combinacién con adyuvantes, como los liposomas y la subunidad B de
la toxina del célera, aumenta el nimero de células secretoras de Abs (ASC) en el sitio de
aplicacion (Abraham, 1992; Ogawa y cols., 1992; Wilson y cols., 1993). Incluso se ha
logrado demostrar que las inmunizaciones mucosales inducen la migracion de células
linfoides entre los distintos tejidos del MALT vy varias glandulas de excrecion, donde estas
células proliferan y se diferencian a células efectoras (McGhee y cols., 1992; Pickery
Butcher, 1992), produciendo un marcado aumento de la SIgA Ag-especifica, observada en
secreciones a distancia, incluyendo la saliva, las lagrimas, los lavados bronquiales y
gastrointestinales (Bergmann y Waldman, 1988; Czerkinsky y cols., 1991; Forrest y cols.,
1991). Esta comunicacién entre los diferentes tejidos de las mucosas constituye la base de

las estrategias de inmunizacion (Kraehenbuhl y Neutra, 1992).

Una vacuna ideal debe producir respuesta inmunoldgica de proteccion a largo plazo
frente a un patogeno. Esta respuesta incluye los Abs, que neutralizan a los microorganismos
invasores, y los linfocitos T citotoxicos, que destruyen patdgenos intracelulares. Dado que
la mayoria de las bacterias y los virus inician las infecciones en las superficies de la mucosa
donde la SIgA juega un papel importante en la prevencién de la colonizacion, las vacunas
gue estimulan la inmunidad secretora contra los patdgenos representan una ventaja

alternativa a la inmunizacion parenteral clasica (Siegrist, 2001).

El uso de un protocolo de inmunizacion por via SubC en combinacion con la via IN ha
sido probada (Alvarado, 2011) como fuente de nuevas estrategias de vacunacion que
induzcan respuestas inmunoldgicas en la mucosa de cerdos. Los resultados mostraron una
buena respuesta inmunoldgica tanto a nivel sisttmico como en secreciones (Alvarado.,

2011). Esta combinacion de vias de inmunizacion ha sido empleada en un experimento
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previo de inmunizacion perinatal, realizado sobre cerdos convencionales de 3, 10 y 14 dias
de edad, mostrando que las respuestas tanto de IgA como IgG especifica son inducidas en
los tres grupos de animales; pero es mayor en los animales de 14 dias (Zenteno, 2011). En
estos proyectos se ha empleado la proteina OVA como un Ag modelo que ha permitido
visualizar el comportamiento del sistema inmunolégico ante este protocolo de

inmunizacion, a futuro se pretende emplear Ags de mayor interés clinico.

1.8. Modelo experimental

Las especies que habitan el planeta se han diversificado, muy probablemente a partir
de un origen compartido. Como sucede en toda familia de gran tamafio, hay distintos
grados de cercania entre los miembros, desde hermanos y primos con gran empatia entre si,
hasta antecesores lejanos, casi desconocidos. En el caso del humano hay similitudes
manifiestas con los primates, con quienes guarda una relacion directa; algunos otros
vinculos comienzan a ser mas tratados gracias a la cercania que se tiene, como es el caso

del cerdo, especie con la que tenemos un estrecha relacion biologica (Roppa, 2008).

Dicha proximidad ha resultado de gran valor cientifico ya que muchos conocimientos
generados en torno al cerdo son aplicables en el hombre. El cerdo, "es un modelo animal
muy noble porque podemos estudiar enfermedades propias de esta especie” en analogia con
padecimientos del humano, ya que sus 6rganos y funcionamiento interno son similares, asi

como su sistema inmunoldgico (Sinkora y Butler, 2009).

El estudio de las enfermedades se lleva de manera muy semejante en ambas especies,
muchos Ags y Abs se pueden estudiar de la misma manera (Butler y cols., 2008). Es un
modelo animal que ha permitido la investigacion en xenotransplantes, sobre todo de

corazon, rifion e higado (Butler y Marek, 2007).

Como se ha descrito, el cerdo es un excelente modelo que proporciona informacion
sobre el desarrollo del sistema inmunoldgico; su edad y maduracion después del nacimiento
es equiparable a la del humano, siendo asi un modelo idéneo para el estudio de la
inmunidad perinatal, misma que por cuestiones técnicas y éticas no se puede realizar
directamente en el humano. (Chick vy cols., 1938, Peltonen y cols., 1984, Birchall y cols.,
2002).
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2. JUSTIFICACION

La capacidad de respuesta del sistema inmunoldgico cambia con la edad en una gran
parte de los mamiferos, incluidos el humano; se ha observado que en el periodo neonatal,
las infecciones son, una causa importante de morbilidad y mortalidad; lo cual parece indicar
que los neonatos son incapaces de desarrollar respuestas inmunoldgicas eficaces durante la
etapa de los retos inmunoldgicos primarios, contribuyendo a que sea mas susceptible a las

infecciones.

La vacunacion genera un notable impacto sobre la morbilidad y mortalidad en este tipo
de poblacién, aun cuando se cuenta con basta informacién de la respuesta inmunolégica, se
carece de informacion sobre la edad 6ptima de inmunizacion perinatal para inducir una
respuesta inmunolodgica en las mucosas. Asi, en un modelo de minicerdo vietnamita, se
analizo la respuesta sistémica y mucosal contra el Ag modelo OVA; con el fin de tener

datos que ayuden a disefiar protocolos de inmunizacion perinatal efectivos
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3. HIPOTESIS
La respuesta inmunoldgica sistétmica y mucosal de cerdos lactantes, ante la

inmunizacion perinatal, sera proporcionalmente més alta segin su edad de maduracion.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la respuesta inmunoldgica sistémica y mucosal especifica contra OVA, en

cerdos vietnamita inmunizados perinatalmente.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

> Evaluar la cinética de la respuesta inmunolégica sérica y mucosal de IgG e IgA anti
OVA mediante ELISA cuantitativo tras la inmunizacion perinatal de minicerdos
vietnamita.

> Evaluar, una vez terminado el analisis de la cinética de Abs (3 meses de edad del
cerdo), diversas subpoblaciones de linfocitos T y B en sangre, ganglio y pulmon,
mediante citometria de flujo.

> Estimar, para este protocolo y antigeno, la edad 6ptima de inmunizacién perinatal

para obtener una respuesta inmunoldgica en mucosas.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

3 cerdas vietnamita. Seronegativas a
OVA

!

3 grupos separados segln edad a
la que comenzaron a inmunizarse:
2 dias n=5
7 dias n=5
14 dias n=5

Dosis OVA:
SubC — Subcutaneo 1 mg/Kg
IN - Intranasal 2 mg/Kg

IDR — Intradermorreaccion 100 mcg/animal
RIN — Refuerzo Intranasal 2mg/Kg
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Figura 7. Metodologia experimental. Los grupos conformados por cinco animales se formaron en
funcidn de la edad a la que comenzarian a inmunizarse siguiendo el protocolo (SubC/SubC/IN) en intervalos
de 10 dias y realizando la toma de muestra cada 7 dias hasta cumplir tres meses. OVA = ovoalbimina.

GLPT =

ganglio linfatico peritraqueal. GLCV = ganglio linfatico cervical. APC =

aloficocianina.

PerCP = proteina clorofila peridina. PE = ficoeritrina. TPCK = N-p-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona.
TLCK = clorhidrato de Na-tosyl-L-lisina clorometil cetona. PMSF = fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. ANIMALES

Se emplearon 15 lechones de minicerdo vietnamita, libres de patdgenos especificos
(SPF), que provenian de madres seronegativas a OVA, procedentes de una piara criada,
cuidada y vigilada en el bioterio del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAYV), siguiendo las normas aprobadas por el
Comité interno (CICUAL) y la norma oficial mexicana (NOM-062-Z00-1999). Se
formaron 3 grupos de 5 cerdos cada uno, distinguiéndose por la edad de inmunizacion
(2, 7y 14 dias de edad).

Los cerdos se destetaron a los 35 dias de edad y se alimentaron Unicamente de
LACTOCERDINA PT (Nestlé Purina Pet Care Company), dandoles diariamente
aproximadamente 800 g por animal. Los grupos se llevaron hasta los 3 meses de edad,

cuando se sacrificaron.
6.2. ANTIGENO

Para las inmunizaciones se emple6 un Ag modelo, la OVA (albimina de huevo
fraccion V, SIGMA), la cual se administré a una concentracion de 1 mg/mL y a una dosis
de 1 mg/kg (via SubC) y 2 mg/kg (via IN) de peso en solucion salina amortiguadora de
fosfatos (PBS), se esterilizo utilizando filtros estériles de 0.22 micras (CORNING). Para la
administracion SubC se adicion6 un adyuvante oleoso (GIBCO® VET-L07) en relacion

1:20, se agitd vigorosamente previo a su aplicacion.
6.3. INMUNIZACION Y TOMA DE MUESTRA
6.3.1. INMUNIZACION

Se inmunizé a los cerdos de acuerdo a la edad del grupo al que pertenecian (2,7 y 14
dias), se aplicaron 3 inoculaciones siguiendo el protocolo: SubC, SubC, IN, dando una
separacion de 10 dias entre ellas; se realizo un refuerzo via IN 2 semanas previas al
sacrificio. Para la via subcutanea, se utilizé la OVA a la dosis de 1 mg/kg de peso, se aplico
detras de la oreja derecha del animal con jeringa de 1 mL y aguja de calibre 27Gx1/2"". En
la via IN, la OVA se aplico a dosis de 2 mg/kg de peso y sin adyuvante, en las fosas nasales
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utilizando un atomizador. Se aplicé una intradermorreaccién (IDR) a dosis total de 100 ug
de OVA entre la primera y la segunda teta del animal del lado izquierdo y, de igual modo,
del lado derecho se inocularon 100 uL de PBS estéril como control, se reviso durante los 3

dias posteriores (formacion de eritema e induracion en la zona de inoculacion).
6.3.2. MUESTREO

Al realizar las 3 inmunizaciones se muestre6 a los animales, posteriormente se
realizaron 7 muestreos mas con intervalos de 7 dias entre ellos, en los 10 muestreos se
obtuvo sangre mediante venopuncion yugular, utilizando tubos Vacutainer sin
anticoagulante de 10 mL (Becton Dickinson Company); ademas se obtuvo muestra de
saliva y secrecion nasal, para esto se cargaba al animal con el fin de no estresarlo y con
ayuda de hisopos nuevos se froté durante varias veces la boca o nariz, evitando lastimar y/o
sangrar al animal con lo cual se contaminarian las muestras; esto se hacia con 2 o 3 hisopos
hasta obtener una cantidad suficiente de muestra (+150 uL), finalmente los hisopos eran
cortados y colocados en tubos Eppendorf de 1.5 mL, los cuales eran rotulados y mantenidos
a4 °C.

6.4. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA
6.4.1. SANGRE

El tubo se llevo a la incubadora para mantenerlo a 37 °C durante 30 minutos para
favorecer la formacion del coadgulo, pasado el tiempo se centrifugd a 550 xg durante
15 minutos; con ayuda de una micropipeta (Pipetman p1000 GILSON) se retird el suero
(parte superior) y se almacen6 a -20 °C en alicuotas de 1 mL correctamente rotulada. Los

coagulos fueron desechados en un contenedor de residuos bioldgicos.
6.4.2. SALIVA Y SECRECION NASAL

Los tubos Eppendorf con los hisopos fueron centrifugados 5 minutos a 15000 xg a 4°C
y la muestra obtenida se retird con micropipeta, llevandola a otro tubo limpio. Con la
finalidad de evitar la degradacion de las inmunoglobulinas se aplicaron inhibidores de
serinproteasas, un coctel que incluia TPCK (N-p-Tosyl-L- phenylalanine chloromethyl
ketone, SIGMA), TLCK (Na-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride, SIGMA) y
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PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride, SIGMA); dicho coctel fue preparado en relacion
1:1:1, a partir de stock de concentraciones de 5 mg/mL, 2.5 mg/mL y 17.4 mg/mL
respectivamente y fue empleado en una relacion 1:20 para la muestra. Una vez adicionados

los inhibidores, se almacend la muestra a -20°C perfectamente rotulada hasta su uso.
6.5. ELISA CUANTITATIVA PARA IgG

Se utilizaron placas nuevas de poliestireno de 96 pozos (Costar°CORNING 3595) con
fondo en U para facilitar la homogenizacién de los reactivos, las cuales primeramente se
sensibilizaron con OVA en amortiguador de carbonatos (0.05 M carbonato-bicarbonato,
pH 9.6), a una concentracion de 2 pug/mL. Se colocaron 100 uL por pozo (en los pozos
correspondientes a las muestras y sus respectivos blancos). Se tapo la placa y se dejé a 4 °C
12 Hr (figura 8). Pasado este tiempo se colocaron en los pozos correspondientes de la
curva estandar y a su blanco 100 pL del Ab de captura (Goat anti-Pig 1gG affinity purified
Bethyl Laboratories Inc.) en amortiguador de carbonatos y se incub6 1 Hr a temperatura

ambiente.
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Figura 8. Diagrama del patron de llenado de la placa de ELISA. Se muestra la ubicacion de
los blancos, la curva estandar y las muestras problema dentro de la placa de ELISA cuantitativa para 1gG e
IgA.
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Posteriormente se realizaron tres lavados con solucion de lavado (50 mM Tris, 0.14 M
NaCl, 0.05 % Tween 20, pH 8.0), se retird el exceso de solucién de lavado y se colocaron
en todos los pozos 150 pL de solucion de bloqueo (50 mM Tris, 0.14 M NaCl, 1% BSA,
pH 8.0), se dej6 incubando en agitacion suave 1 Hr a 37 °C en un agitador (Daigger modelo
22406A). Después de la incubacion se realizaron tres lavados con la solucion de lavado y se
retir6 el exceso de solucién para colocar el suero de referencia porcino (Pig reference
serum, Bethyl Laboratories Inc.) segln las instrucciones del fabricante para la curva
estandar. Para las muestras, en la primer columna, se coloc6 la muestra en diluciéon 1/50
para los sueros y 1/5 para las mucosas, en amortiguador de dilucion y de esta se realizaron
3 diluciones, triples seriadas para los sueros y dobles seriadas para las mucosas, al final

cada pozo contenia 100 pL.

En los pozos correspondientes a los blancos del estandar y blancos del Ag se colocaron
100 pL del amortiguador de dilucion y se dejé incubando a las mismas condiciones. Pasada
la Hr se realizaron 5 lavados para retirar la muestra y el suero de referencia, y se elimind el
exceso de solucion. Se aplico el Ab secundario conjugado con HRP (Goat anti-pig-HRP
conjugate, Bethyl Laboratories Inc.), siguiendo las instrucciones del fabricante, en
amortiguador de dilucién y se colocaron 100 pL en todos los pozos de la placa, se dejo
incubando 1 Hr a 37 °C con agitacion suave.

Se lavo 3 veces con solucion de lavado y después se elimind el exceso. Se preparo la
solucion de sustrato utilizando 1 mL de TMB (1 mg TMB/mL DMSO) en 10 mL de
amortiguador de citratos (0.1 M citrato-citrico, pH 5.0) y 2 uL de H,O, al 30%. Se
colocaron 100 pL del sustrato en todos los pozos y se mantuvo en reposo Yy sin luz, hasta
observar el cambio de coloracion (incoloro-azul); cuando el tono se torné mas intenso, se
llevd al lector de ELISA (Multiskan EX 100-120V, Thermo Electron Corporation) para
leerlo a 650 nm, una vez que el punto méas concentrado de la curva arroj6 una lectura entre
0.7 - 0.8 de absorbancia, se paré la reaccion adicionando 100 uL de H,SO4 2 My con esto
se observo un cambio de color (azul-amarillo). La placa se llevd de nuevo al lector, se agit6

y se leyd a 450 nm.
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Con los valores de concentracién conocida y sus respectivas absorbancias netas se
construy6 una gréafica de absorbancia vs concentracion, donde se interpolaron los valores
problema que se multiplicaron por el factor de dilucion y se obtuvo la concentracion final

de las mismas.
6.6. ELISA CUANTITATIVA PARA IgA

Se sensibilizaron placas nuevas de poliestireno de 96 pozos con OVA en amortiguador
de carbonatos de la misma manera que para IgG y se coloco el Ab de captura (Goat
anti-Pig IgA affinity purified Bethyl Laboratories Inc.) siguiendo las instrucciones del

fabricante y se incub6 1 Hr a temperatura ambiente.

Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS-Tween (PBS 0.05% Tween 20, pH
7.4), se elimind el exceso de solucion y se colocaron en todos los pozos 150 pL de
PBS-Tween para bloguear, se dejo incubando en agitacion suave 1 Hr a 37 °C. Después de
la incubacion se realizaron tres lavados con PBS-Tween vy se retir6 el exceso de solucion
para colocar la curva estandar (Pig reference serum, Bethyl Laboratories Inc.), siguiendo
las instrucciones del fabricante. En la primer fila, se colocé la muestra (suero o mucosas) en
dilucion 1/5 en PBS-Tween 20 y de ésta se realizaron 3 diluciones dobles seriadas en los

pozos subsecuentes, al final cada pozo contenia 100 uL.

En los pozos correspondientes a los blancos de estandar y blancos del Ag se colocaron
100 uL de PBS-Tween y se dejo incubar a las mismas condiciones. Pasada 1 Hr se
realizaron 5 lavados con PBS-Tween y se elimino el exceso de solucion. Se us6 un Ab
anti-lIgA de cerdo en PBS-Tween (Mouse Anti-Porcine, Serotec) y se incub6 1 Hr a 37 °C
con agitacion suave. Se lavd 3 veces con PBS-Tween y después se quitd el exceso de
solucion. Se aplico un Ab biotinilado (Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Biotin Conjugate,
ZyMax ™) en PBS-Tween y se incubaron 1 Hr a 37 °C con agitacion suave. Se lavo
3 veces con PBS-Tween y se retir6 el exceso de solucion. Se aplicé estreptavidina
conjugada con fosfatasa alcalina (Alkaline Phosphatase-conjugated Streptavidin, Jackson
ImmunoResearch) y se incubdé 1 Hr a 37 °C con agitacion suave. Al término de la

incubacion se lavo 3 veces y se agregaron 100 uL del sustrato de p-nitrofenil fosfato
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(PNPP, Sigma®), 45 minutos después, se realizd la lectura en el lector de ELISA. Los

calculos se realizaron de la misma forma que para IgG.
6.7. SACRIFICIO Y OBTENCION DE ORGANOS
6.7.1. SACRIFICIO

Se realizo un refuerzo IN (RIN) al dia 55 post-inmunizacion y cuando los cerdos
tenian aproximadamente 3 meses de edad se comenzaron a sacrificar; primero se
tranquilizo6 al animal utilizando 2 mg/kg de azaperona por via intramuscular (IM) profunda
(Sural®, Productos Farmacéuticos S.A. de C.V.), posteriormente se administraron
0.6 mg/kg de clorhidrato de tiletamina y 0.6 mg/kg de clorhidrato de zolazepam via
intravenosa (IV) (Zoletil® 50, Virbac S.A.). Se tom6 muestra de sangre mediante una
venopuncion yugular, utilizando tubos Vacutainer de 10 mL con heparina, los cuales se
agitaron para mezclar con el anticoagulante; posteriormente el cerdo fue lavado con jabon y
desinfectado con yodo (Isodine espumoso) en la zona de corte, se colgo de las extremidades
traseras y se desangr6 mediante incisiones en las venas axilares. Una vez desangrado por

completo, el animal fue lavado y secado para la necropsia.
6.7.2. OBTENCION DE ORGANOS

El animal se coloco sobre la mesa de trabajo limpia y desinfectada y se abrio el térax
cortando los cartilagos esterno-costales, dejando expuesto el corazén junto con el tracto
respiratorio. Se ligaron tanto las venas y arterias periféricas a corazon como la traquea y se
extrajeron junto con los pulmones, éstos se colocaron en un recipiente estéril con tapa a
4 °C. Los ganglios linfaticos se obtuvieron de la regién cervical y peritraqueal y de igual

modo se mantuvieron dentro de una caja Petri esteril a 4 °C.
6.8. OBTENCION DE CELULAS
6.8.1 SANGRE

Se coloco la sangre recolectada en un tubo conico estéril de 50 mL y se diluy6 1/2 con
PBS 1X estéril. En tubos conicos estériles de 15 mL, se agregaron 2 mL de Ficoll-Hypaque

(Sigma-Aldrich) mas 10 mL de la sangre diluida, ésta se adiciond lentamente por las
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paredes del tubo para evitar que se mezclara con el Ficoll; se centrifugé a 450 xg por
30 minutos, pasado el tiempo se observaron 4 fases en el tubo (eritrocitos/ Ficoll /células
blancas/sobrenadante), las células blancas, fueron retiradas con pipeta Pasteur y llevadas a
un tubo cénico estéril de 50 mL y se centrifugaron a 350 xg por 15 minutos. Después se
eliminaron eritrocitos con el amortiguador de lisis (NH4CI 0.14 M, KHCO3; 1 mM, EDTA
0.1 mM pH 8.0) y se lavo con PBS cuantas veces fue necesario hasta obtener Unicamente el
paquete celular limpio, el cual fue resuspendido en 3 mL de medio RPMI-1640 incompleto
(HEPES modificado, SIGMA-ALDRICH Inc.), estas células se mantuvieron a 4 °C hasta

su uso en el cultivo (aproximadamente 1 Hr).
6.8.2. GANGLIO

Se realiz6 un pool con los diversos ganglios obtenidos, a los cuales se les retir6 todo el
tejido graso hasta quedar completamente limpios y posteriormente fueron macerados, esto

realizando cortes con bisturi y tijeras curvas hasta obtener pequefios fragmentos del tejido.
6.8.3. PULMON

Se trabajo dentro de la campana de flujo laminar donde se retir6 el tejido que se
encontraba de mas; después se realizéd un lavado con solucién salina fisioldgica (SSF)
esteril para eliminar la sangre a traves de la arteria pulmonar y con una jeringa de 60 mL se
pasaron aproximadamente 2 L de SSF. Se realiz6 un lavado bronquio alveolar (LBA), con
100 mL de PBS estéril, se tuvo especial cuidado de recuperar la mayor cantidad de PBS
posible. Este lavado se coloc6 en un tubo conicode 50 mL estéril, se centrifug6 a 450 xg

por 5 minutos y 1 mL de sobrenadante se alicuoto y mantuvo a -20 °C hasta su uso.

Se realiz6 un pool con los diversos I6bulos (apical, medio y diafragmatico de cada
lado), esto tomando la porcién media superior de cada uno de ellos, siempre y cuando no
se encontrara lastimado (petequias y/o necrosis), utilizando material de diseccion estéril
(bisturi, pinzas y tijeras) se les retird el arbol bronquial, cuidando de no mezclar el

parénquima con el tejido epitelial, una vez limpios fueron macerados.
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Del macerado de ganglio se pesaron entre 3-5 g y de pulmdn aproximadamente se
tomaron 30 g, estos se colocaron en pequefios matraces Erlenmeyer de teflon de 50 mL
estériles, adicionando colagenasa estéril tipo IV (150 U/mL) (Worthington Biochemical
Corporation). Estos se colocaron a 37 °C durante 1 Hr en agitacion continua. Pasado el
tiempo, se filtrd el parénguima hacia un tubo conico de 50 mL con organza estéril en la
boca y el filtrado obtenido se centrifugdé a 450 xg durante 5 min, después se eliminaron
eritrocitos con el amortiguador de lisis y se lavd con PBS cuantas veces fue necesario hasta
obtener Unicamente el paquete de células limpio, el cual fue resuspendido en 3 mL de
medio RPMI incompleto, estas células se mantuvieron a 4 °C hasta su uso en el cultivo

(aproximadamente 1 Hr).

Nota: Todos los procedimientos para obtencion de células fueron realizados bajo

condiciones estériles empleando una campana de flujo laminar.
6.9. CONTEO CELULAR

Se realizd en el contador automatico Countess™ (Automated cell counter de
Invitrogen™), en donde se colocd la mezcla de 10 pL de la muestra con 10 pL del
colorante Azul de Tripano. Se determind la viabilidad, nimero de células vivas, muertas y

el nimero total de células.
6.10. CULTIVO CELULAR

Se separaron 50 millones de células de cada tejido y se centrifugaron a 200 xg
durante 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante se separo y la pastilla celular fue lavada con PBS
estéril y resuspendida en 400 uL de medio frio RPMI completo. Se distribuyeron en placas
estériles de poliestireno de 24 pozos de fondo plano (Costar® CORNING), colocando
100 pL de la solucion anterior, donde al final cada pozo quedd con 10 millones de células;
las cuales se cultivaron en 2 mL de medio RPMI completo mas un volumen de Ag; el

volumen final fue variable (figura 9).
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Figura 9. Diagrama del patron de llenado de la placa de fondo plano para cultivo. Se
muestra la ubicacion de las células de los diversos tejidos.
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Linea Ay E = Controles (100 pL de células + 2 mL medio RPMI completo frio)

Linea B= 100 pL de células + 20 uL de ConA [5 pg/mL] + 2 mL medio RPMI completo

frio.

Linea F= 100 uL de células + 32 uL de OVA [1000 png/mL] + 2 mL medio RPMI completo

frio.

La placa se incub6 a 37 °C con 5 % de CO; durante 4 dias para el caso de las células
+ ConA y durante 7 dias para el caso de células + OVA; dandoles a estas ultimas

2 reestimulos de Ag a los 3 y 5 dias de incubacion.
6.11. MARCAJE Y LECTURA DE CITOMETRIA DE FLUJO
6.11.1 MARCAJE

Se resuspendieron levemente las células del cultivo y se pasaron 250 uL (en los cuales
aproximadamente estaban 1.25 millones de células) a cada pozo de las placas de
poliestireno de 96 pozos con fondo en U (Costar® CORNING) esto con la finalidad de
realizar tinciones triples y con ello identificar las diversas subpoblaciones de linfocitos T y
B, se colocd un control de celulas sin tefiir y un control de isotipo (figura 10).
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Figura 10. Diagrama del patron de llenado de la placa para tincion de citometria. Se
muestra la ubicacién de las células con y sin estimulo de los diversos tejidos, ademas de las subpoblaciones
celulares a identificar. S/E = células sin estimulo. C/E = células estimuladas.

Una vez llenas las placas, se centrifugaron a 400 xg durante 5 minutos a 4 °C, el
sobrenadante se retird (evitando remover el boton de células del fondo), las células fueron
resuspendidas, se agregaron 200 uL por pozo de solucién A (soluciéon amortiguadora de
fosfatos con suero normal de cerdo) y se incubaron a temperatura ambiente durante media
Hr. Pasado dicho tiempo, se centrifug6 a las mismas condiciones, se retird el sobrenadante
y se agregaron 10 uL de Ab primario (tabla 2) a los pozos correspondientes, mientras que al
control se adicionaron 10 uL de solucion Ay al isotipo 10 uL del isotipo en solucién; esto
se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos, después se lavo 2 veces con 150 uL
de solucion A centrifugando a las mismas condiciones; se agregaron 10 uL de la mezcla de
Abs secundarios conjugados con los fluorocromos especificos contra los isotipos de los
Abs primarios (tabla 3) a los pozos correspondientes asi como al isotipo; mientras al control
se le puso nuevamente solucion A, se incub0 a temperatura ambiente durante 15 minutos y
en obscuridad. Pasada la incubacion, se lavaron 2 veces, la primera con 150 uL de solucion
Ay la segunda con 150 pL de PBS, centrifugando a las mismas condiciones. Finalmente se
fijaron con 150 pL de p-formaldehido al 1 %, se resuspendieron y se pasaron a tubos
Falcon® (BECTON DICKINSON).
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Tabla 2. Abs primarios contra marcadores celulares para citometria de flujo.

ANTICUERPO ISOTIPO | CLONA | DILUCION CASA COMERCIAL
ANTI-
Control de isotipo Mouse 08-6599 1/100 VMRD
isotipo
CD3 lgG1 8E6 1/10 VMRD
CD4 1gG2b MCA1749 1/10 Serotec
CD8 1gG2a MIL-12 1/5 Donacion, Universidad de
Bristol, Inglaterra
CD25 1gG2a K23L- 1/10 Donacion, Universidad de
3B2 Bristol, Inglaterra
) lgG1 PGBL22A 1/20 VMRD
CD21 1gG2b CC5h1 1/5 Donacion, Universidad de
Bristol, Inglaterra
CD5 19G2a MCA2307 1/10 Serotec
MHCII lgG1 MA1335 1/10 VMRD

Tabla 3. Abs secundarios conjugados con fluorocromos

ANTICUERPOS FLUOROCROMO | DILUCION | CASA COMERCIAL
ANTI-
a-1gG1 PE 1/40 Jackson
ImmunoResearch.
a-1gG2a PerCP 1/30 Jackson
ImmunoResearch.
a-1gG2b APC 1/30 Jackson
ImmunoResearch.

6.11.2. LECTURA

Se leyeron en el citobmetro de flujo FACScalibur (BECKTON DICKINSON),
capturando 20,000 eventos (1 evento = 1 célula) de cada muestra; en la siguiente tabla 4, se

muestran los parametros utilizados.

39

——
| —




Tabla 4. Longitudes de onda y canales para cada fluorocromo

FLUOROCROMOS | ANTICUERPOS | LONGITUD DE | LONGITUD | CANAL
ANTI- EXCITACION | DE EMISION
R-PE IgG1 488 nm 575 nm FL-2
PerCP 19G2a 468 nm 675 nm FL-3
APC 1gG2b 600-650 nm 660 nm FL-4

6.13. ANALISIS ESTADISTICO

Para el caso de Abs, se ordenaron los datos por grupo y fechas de muestreo y se
promediaron; con el software GraphPad Prism 5.0 se realiz6 el gréfico que muestra la
cinética de concentraciones de Abs durante el experimento y con la prueba t de Student se

establecieron diferencias significativas entre grupos.

Para los datos de fenotipos celulares, de los cuales Gnicamente se reporto la frecuencia
parcial en porcentaje, es decir, que el valor trabajado fue el obtenido en los cuadrantes
finales y no fue multiplicado por el porcentaje encontrado en la poblacion antecesora (es
por ello que los valores de los cuatro cuadrantes de cada poblacion al ser sumados no dan
un total de 100%). Esos datos fueron agrupados (estimulados y sin estimular
respectivamente), promediados, graficados y analizados estadisticamente con t de Student

para obtener las diferencias significativas en el software GraphPad Prism 5.0.

7. RESULTADOS

7.1. RESPUESTA INMUNOLOGICA HUMORAL

Para realizar el analisis en suero y secreciones mucosales, se obtuvieron muestras de
los dias en que se aplicd la inmunizacion y después cada semana durante 76 dias. La
cuantificacion de inmunoglobulinas en suero y mucosas fue realizada con la técnica de
ELISA cuantitativa; los valores obtenidos se agruparon por dia y edad de inmunizacion, se
obtuvieron los promedios y el error estandar de la media (SEM) con el software GraphPad
Prims 5, y se aplico la prueba estadistica t de Student para comparar la respuesta

inmunoldgica entre las diversas edades de inmunizacion.
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7.1.1. Respuesta sérica de 1gG e IgA contra OVA

Al realizar el analisis de las concentraciones séricas de IgG anti OVA de los grupos
experimentales; se encontrd que el grupo inmunizado a mayor edad (14 dias) tuvo mayores
concentraciones de 1gG anti OVA en comparacion con los inmunizados a 2 y 7 dias. El
grupo de 14 dias tuvo concentraciones mas altas que el grupo de 7 dias en los dias 20, 34 y
55 post-inoculacién (P<0.05); en los dias 48, 62 y sacrificio (P<0.01) y finalmente, en los
dias 27, 41 y 69 (P<0.001). Al compararlo con el grupo de 2 dias, mostré concentraciones
mas altas en los dias 34 y 55 (P<0.05); en los dias 20, 48 y 62 (P<0.01); finalmente en los
dias 27, 41, 69 y sacrificio (P<0.001). La comparacion entre los grupos de 2 y 7 dias no

mostrd diferencias significativas (figura 11a).

Las concentraciones séricas de IgA anti OVA del grupo inmunizado a mayor edad
(14 dias) fueron mayores en comparacion con los inmunizados a los 2 y 7 dias. Contrastado
con el grupo de 7 dias, se encontraron concentraciones més altas en los dias 27, 41, 48 y 55
(P<0.05) post-inoculacidn; en los dias 20, 62, 69 y sacrificio (P<0.01). Respecto al grupo
de 2 dias en los dias 34, 41 y 48 (P<0.05); en los dias 20, 62, 69 y sacrificio (P<0.01).
Mientras que el grupo de 7 dias mostrd concentraciones elevadas respecto al de 14 dias
para el dia 10 (P<0.001); mismo que también mostré concentraciones mas altas que el
grupo de 2 dias en el dia 20 (P<0.05) y 27 (P<0.01). El grupo de 2 dias mostr6
concentraciones elevadas en ciertos puntos respecto a los grupos de 7 y 14 dias; para el
caso de 2 respecto al de 7 dias se mostro en el dia 10 (P<0.05) y para la misma fecha contra

el grupo de 14 dias mostré concentraciones elevadas (P<0.001) (figura 11b).
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Figura 11. Concentracion sérica de 1gG (a) e IgA (b) [ng/mL] anti OVA en cerdos

inmunizados a diferentes edades. Los animales se distribuyeron en tres grupos: 2, 7 y 14 dias de edad,
representados en color azul, rojo y verde respectivamente. Fueron inmunizados en tres ocasiones (flechas
azules) y posteriormente se les realizé una prueba de IDR (flecha morada) para evaluar la respuesta celular.
Se aplicd un RIN al dia 55 y se sacrificaron 2 semanas después. Cada punto representa el promedio de cinco
animales + el SEM, con diferentes escalas en la ordenada al origen.*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.
Prueba t de Student. IgG = Inmunoglobulina G. OVA = Ovoalblmina. SubC = subcutanea. IN = Intranasal.
IDR = Intradermorreaccion.
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7.1.3. Respuesta de 1gG e IgA contra OVA en saliva

En las concentraciones de 1gG existio una diferencia significativa en la respuesta
inmunoldgica de los animales del grupo de 14 dias con relacion a los inmunizados a los 2 y
7 dias. Hubo diferencias con ambos grupos para el dia 20 (fecha en que se aplico la
inmunizacion IN), asi como para los dias 34, 41, 55, 69 y 76 (P<0.001), también al dia 48
(P<0.01), mientras que en el resto de las fechas no hubo diferencia significativa. La
comparacion contra el grupo de 2 dias tuvo un comportamiento semejante, para los dias 20,
34, 41 y 69 (P<0.001), el dia 55 (P<0.01) y los dias 48 y 76 (P<0.05). No hubo diferencia

significativa entre los grupos de 7 y 2 dias (figura 12a).

Al analizar los valores de las concentraciones de IgA OVA-especifica en saliva, se
encontré que existio una respuesta temprana y alta del grupo de 2 dias por encima de los
grupos de 7 y 14 dias (figura 12b), mostrando diferencia estadistica contra el grupo de
7 dias en los dias 34 y 48 (P<0.05). Con el grupo de 14 dias, se observé diferencia para los
dias 34, 41 y 48 (P<0.01) y en los dias de la aplicacion IN (dia 20) y la IDR (dia 27)
(P<0.05). El grupo de 7 dias generd una diferencia significativa con el grupo de 2 dias para
el dia 55 (P<0.01) y 62 (P<0.05), mientras que con el grupo de 14 dias lo hizo para el dia
69 (P<0.05). La comparacién entre los grupos de 7 y 14 dias, mostré que el primero
expresO diferencias significativamente mas altas en el muestreo del dia 27, 41 y 62
(P<0.05).
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Figura 12. Concentracion de 1gG (a) e IgA (b) [ng/mL] anti OVA en saliva de cerdos
inmunizados a diferentes edades. Los animales se distribuyeron en tres grupos: 2, 7 y 14 dias de edad,
representados en color azul, rojo y verde respectivamente. Fueron inmunizados en tres ocasiones (flechas
azules) y posteriormente se les realizo una prueba de IDR (flecha morada) para evaluar la respuesta celular.
Se aplicd un RIN al dia 55 y se sacrificaron 2 semanas después. Cada punto representa el promedio de cinco

animales + el SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001. Prueba t de Student. IgG = Inmunoglobulina G.
OVA = Ovoalbiimina. SubC = subcutanea. IN = Intranasal. IDR = Intradermorreaccion.
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7.1.5. Respuesta de 1gG e IgA contra OVA en secrecion nasal

La respuesta de IgG del grupo de 14 dias se encontrd por encima de los otros dos
grupos, el grupo de 7 dias mostré una respuesta irregular y el de 2 dias no respondio. El
grupo de 14 dias tuvo diferencias significativas contra los otros dos grupos los dias 20 y 62
(P<0.01), 27 y 76 (P<0.001) y el dia 55 (P<0.05). A partir del dia 69, el grupo de 7 dias

respondio y la diferencia significativa solo fue con el de 2 dias (P<0.01) (figura 13a).

En el caso de IgA, nuevamente el grupo de 2 dias respondié mas rapido y alto que los
otros grupos, con diferencias significativas contra el de 7 dias al dia 10 y 48 (P<0.05), 20
(P<0.01) y 41 (0.001). Las diferencias con el grupo de 14 dias se presentaron los dias 20 y
48 (P<0.01), 27 (P<0.05) y 41 (P<0.001). Al dia 55 hubo una caida importante de la
concentracion de IgA en el grupo de 2 dias y las diferencias se establecieron con el grupo
de 7 dias que elevo su respuesta significativamente el dia 55 (P<0.001) y con el de 14 dias
que continu6 bajo al dia 62 (P<0.01). A partir del dia 62 el grupo de 7 dias mantuvo
diferencia con el de 14 (P<0.05) para después igualarse a los demas grupos hasta el final

del experimento (figura 13b).
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Figura 13. Concentracion de 1gG (a) e IgA (b) [ng/mL] anti OVA en secrecion nasal de

cerdos inmunizados a diferentes edades. Los animales se distribuyeron en tres grupos: 2, 7'y 14 dias
de edad, representados en color azul, rojo y verde respectivamente. Fueron inmunizados en tres ocasiones
(flechas azules) y posteriormente se les realizd una prueba de IDR (flecha morada) para evaluar la respuesta
celular. Se aplicé un RIN al dia 55 y se sacrificaron 2 semanas después. Cada punto representa el promedio de
cinco animales * el SEM. *P<0.05, **P<0.01 y***P<0.001. Prueba t de Student. IgG = Inmunoglobulina G.
OVA = Ovoalbimina. SubC =subcutdnea. IN = Intranasal. IDR = Intradermorreaccion.




7.1.7. Respuesta de 1gG e IgA contra OVA en LBA

La concentracion de IgG en el LBA, no mostro diferencia significativa en ninguno de
los grupos (figura 14a). Sin embargo, las concentraciones de IgA en el LBA obtenido al
sacrificio mostraron que el grupo de 2 dias tuvo mas IgA que los grupos de 7 y 14 dias
(P<0.001), mientras que el grupo 14 dias mostr6 mayor concentracion que el de 7 dias
(P<0.05) (figura 14b).
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Figura 14. Concentracion de 1gG (a) e I1gA (b) [ng/mL] anti OVA en LBA de cerdos de 3
meses de edad que fueron inmunizados a diferentes edades. Los animales se distribuyeron en
tres grupos: 2, 7 y 14 dias de edad (en azul, rojo y verde respectivamente), fueron sacrificados a los 76 dias
para obtener el LBA. La linea horizontal representa el promedio del grupo, con diferente escala en la
ordenada al origen.*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001. Prueba t de Student.
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7.2. ANALISIS DE POBLACIONES CELULARES
7.2.1 ANALISIS DE DATOS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO

Se muestra un ejemplo representativo del andlisis de poblaciones celulares, para el
caso de linfocitos CD3 (figura 15), primero, en un gréfico de puntos (dot-plot) de tamafio
contra granularidad del control de isotipo (figura 15-A) se tomd la region de
mononucleares, la cual debia representar las tendencias de las células de los 10 cultivos
(5 sin estimular y 5 estimulados) y de dicha ventana, mediante un histograma, se fijo la
poblacion positiva al marcador CD3, de la misma ventana de mononucleares se marcaron
los cuadrantes con los marcadores CD4CD8 (figura 15-B); estos cuadrantes son los que se
aplicaron sobre las poblacion CD3+ en las células tefiidas, obteniendo asi, para el marcador
CD3 los porcentajes de células CD3+CD4+ , CD3+CD8+, CD3+CD4+CD8+ (dobles
positivas -DP-) y CD3+CD4-CD8- (dobles negativas —DN-) (figura 15-C). Este analisis se
aplico para la determinacion de los linfocitos B, obteniendo los porcentajes de células
CD21+CD5+, CD21+MHCII+, CD21+CD5+MHCII+ (DP) y CD21+CD5-MHCII- (DN);
esto haciendo uso del software FlowJo 7.6.1.
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Figura 15. Determinacién de poblaciones de linfocitos CD3en el control de isotipo de

células de sangre estimuladas. Se muestran dot-plots e histogramas representativos para el analisis de
la poblacion CD3CD4CD8. En el dot-plot de tamafio (FSC) y granularidad (SSC) se tomé la region de
mononucleares (A), después se gener6 el histograma donde se marcd la region positiva al marcador analizado
(CD3) y de ahi mismo el dot-plot en donde se analiz6 la expresion de CD8 y CD4 (B), estos Ultimos
cuadrantes se pasaron a la zona positiva del histograma para obtener asi los porcentajes basales (C). Este
analisis (cuadrantes) se aplico a las muestras con tincion para obtener los porcentajes pertenecientes a cada
subpoblacion (D).
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Para el caso de los linfocitos CD25 y yd, el analisis se realizd de distinta forma a la
anterior, por lo que se muestra un ejemplo representativo donde se analiza la poblacion
C25CDA4CDS8 (figura 16). Se determiné dentro del isotipo la ventana de los mononucleares,
ajustando de tal forma que en ella entraran las células de los 10 cultivos (5 sin estimular y
5 estimulados) (figura 16-A); en esta ventana se marcd, con un histograma, la poblacién
positiva a CD25 en cuyo caso representa menos del 1% por tratarse del isotipo, y de la
misma ventana se marcaron los cuadrantes CD4 y CD8 (figura 16-B), por ultimo a cada
uno de dichos cuadrantes se les sobrepuso la parte positiva del histograma para obtener asi
porcentajes de células CD25+CD4+, CD25+CD8+, CD25+CD4+CD8+ (DP) vy
CD25+CD4-CD8- (DN) (figura 16-C). Este andlisis también se aplicd para los linfocitos
vd, obteniendo los porcentajes de células y6+CD4 +, y3+CD8+, y6+CD4+CD8+ (DP) y
v6+CD4-CD8- (DN); esto haciendo uso del software FlowJo 7.6.1.
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Figura 16. Determinacion de las poblaciones de linfocitos CD25 en el control de isotipo

de células de sangre sin estimulo. Se muestran dot-plots e histogramas representativos para el analisis
de la subpoblacién CD25CD4CD8. En el dot-plot de tamafio (FSC) y granularidad (SSC) se tomé solo la
region de mononucleares (A), después se genero el dot-plot en donde se analiz6 la expresion de CD4 y CD8 y
de ahi mismo el histograma donde se marco la regién positiva al marcador analizado CD25 (B), luego a cada
cuadrante se le paso la region positiva del histograma, obteniendo asi los porcentajes basales (C). Este analisis

(cuadrantes) se aplico a las muestras con tincion para obtener los porcentajes pertenecientes a cada
subpoblacion (D).
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7.2.2. Analisis de subpoblaciones de linfocitos T y B de tejidos porcinos

Cuando los cerdos cumplieron 3 meses de edad, fueron sacrificados y se obtuvieron
tejidos de los cuales se separaron células; éstas fueron cultivadas y estimuladas con 20 uL
de ConA [5 png/mL] 6 32 uL de OVA [1000 ug/mL], se incubaron durante 4 y 7 dias
respectivamente; aplicando a las dltimas, 2 reestimulos de OVA a los 3 y 5 dias para
asegurar la activaciéon celular. Pasado el tiempo de cultivo, se verificO por medio del
microscopio invertido la ausencia de contaminacion y el estado de las células, tanto sin
estimular como estimuladas, en ello se encontré que el estimulo con ConA gener6 un
cambio morfoldgico en relacién a las células sin estimulo, incrementando en tamafio y
formando acumulos de células como parte de un efecto caracteristico de la activacion. Por
otra parte, las pocas celulas que se obtuvieron despues de los 7 dias de cultivo estimulado
con OVA también presentaron un cambio en relacién a las células sin estimulo, generando
un ligero incremento en el tamafio de la célula pero menos pronunciado que el de las

estimuladas con el mitégeno y sin la formacion de acimulos (datos no mostrados).

Posteriormente se tiflieron para analizar diversas subpoblaciones de linfocitos
(CD3CD4CDS8), (CD25CD4CD8), (ydCD4CD8) y (CD21CD5MHCII), se capturaron
20000 eventos en un citometro de flujo FACScalibur, los datos obtenidos fueron analizados
mediante el software Flowjo para obtener los porcentajes pertenecientes a cada
subpoblacion, estos valores fueron agrupados para obtener los promedio y SEM y poder
comparar, para una misma subpoblacion, aquellas células que fueron estimuladas contra las
que no tuvieron estimulo, haciendo uso de la prueba de t de Student mediante el software
GraphPad.

Los datos de la ausencia o presencia de diferencia estadisticamente significativa entre
células estimuladas con ConA y sin estimular para cada subpoblacién y grupos
experimentales se muestran en la tabla 5. Para el caso de las células estimuladas con OVA
contra las no estimuladas, no se encontré diferencia significativa para ninguna

subpoblacion ni grupo experimental.
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Tabla 5. Diferencias estadisticamente significativas entre células sin estimulo y las
estimuladas con ConA para las distintas subpoblaciones y grupos experimentales
analizados.

TEJIDOS SANGRE GANGLIO PULMON
2d [7d|14d|{2d | 7d [14d| 2d | 7d | 14d

POBLACIONES
vo+ SR -] - [sr| - | - [srR] - | -
v8+CD4+ SR|-1| - |srR| - | - [srR| - | -
y6+CD4+CD8+ SR | - - |SR| - - |SR| - -
y3+CD8+ o e R N I N I
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CD21+CD5+MHCI I+ - - * - * * - * -
CD21+MHCII+ - | - - - - - - - -

SR: sin Resultado. - : sin diferencia significativa. Significancia *: P<0.05 **: P<0.01 ***: P<0.001.
Prueba estadistica de distribucion t de Student. <*> = diferencia por debajo del control sin estimulo.

Se muestran los graficos obtenidos de las células estimuladas con ConA con tincion
triple, que permite observar las subpoblaciones CD25+CD4+, CD25+CD4+CD8+ (DP) y
CD25+CD8+, que son las que mostraron diferencia estadistica en los tres tejidos

analizados.




7.2.3. Linfocitos CD25 en células de sangre estimuladas con ConA tras un cultivo
de 4 dias

Para el caso del grupo de 2 dias, no se realizé la tincion para identificar CD4, por lo
que se reportd Unicamente el valor para la subpoblacion CD25+CD8+. Después de analizar
los porcentajes, se observd que los grupos de 2 y 7 dias solo muestran diferencias mayores
entre células estimuladas contra las no estimuladas para la poblacion CD25+CD8+
(P<0.01 y P<0.05 respectivamente), mientras que en el grupo de 14 dias, las células
estimuladas  mostraron valores mas altos respecto a las no estimuladas para las
subpoblaciones CD25+CD4+, CD25+CD4+CD8+ (DP) y CD25+CD8+ (P<0.001) (figura
17).
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Figura 17. Porcentajes de linfocitos CD25+ en ceélulas de sangre estimuladas con

ConA. Se muestran los grupos de animales de 2, 7 y 14 dias, representados en color azul, rojo y verde
respectivamente; en tono claro se muestran las células sin estimular mientras que en tono obscuro las
estimuladas con ConA,; tras un cultivo de 4 dias. Para el caso de 2 dias no se realizo la tincion para CD4, por
lo que no se reportan resultados. Cada barra representa el promedio de 5 animales mas el SEM. Diferencia
significativa entre células sin estimulo y estimuladas. *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001.
Prueba estadistica t de Student.
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7.2.4. Linfocitos CD25 en células de ganglio estimuladas con ConA tras un cultivo
de 4 dias

Para el grupo de 2 dias, no se realizé la tincion para identificar CD4, por lo que se
reportd Unicamente el valor para la subpoblacion CD25+CD8+. En el grupo de 2 dias se
encontrd diferencia significativa para las células CD25+CD8+ (P < 0.01); mientras que
para el grupo de 7 dias los valores estimulados fueron mayores respecto a los no
estimulados en las poblaciones de CD25+CD4+CD8+ (DP) y CD25+CD8+ (P < 0.05) y en
el grupo de 14 dias, las células estimuladas mostraron valores mas altos respecto a las no
estimuladas para las subpoblaciones CD25+CD4+CD8+ (DP), CD25+CD8+ (P < 0.01) y
CD25+CD4+ (P<0.001) (figura 18).
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Figura 18. Porcentajes de linfocitos CD25+ en células de ganglio estimuladas con

ConA. Se muestran los grupos de animales de 2, 7 y 14 dias, representados en color azul, rojo y verde
respectivamente; en tono claro se muestran las células sin estimular mientras que en tono obscuro las
estimuladas con ConA, tras un cultivo de 4 dias. Para el caso de 2 dias no se realiz6 la tincién para CD4, por
lo que no se reportan resultados. Cada barra representa el promedio de 5 animales mas el SEM. Diferencia
significativa entre células sin estimulo y estimuladas. *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001.
Prueba estadistica t de Student.
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7.2.5. Linfocitos CD25 en células de pulmoén estimuladas con ConA tras un cultivo
de 4 dias

Para el grupo de 2 dias, no se realizé la tincion para identificar CD4, por lo que se
reportd unicamente el valor para la subpoblacion CD25+CD8+. Se observé que el grupo de
menor edad no mostro diferencias significativas entre las células no estimuladas y las
estimuladas; mientras que en el grupo de 7 dias las células estimuladas mostraron valores
mas altos comparadas con las sin estimular para las subpoblaciones CD25+CD4+ y las
CD25+CD4+CD8+ (DP) (P < 0.05 y P < 0.01 respectivamente) y el grupo de 14 dias tuvo
valores mayores que las no estimuladas para las poblaciones CD25+CD4+CD8+ (DP) y
CD25+CD8+ (P < 0.05 y P < 0.01 respectivamente) (figura 19).
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Figura 19. Porcentajes de linfocitos CD25+ en células de pulmoén estimuladas con

ConA. Se muestran los grupos de animales de 2, 7 y 14 dias, representados en color azul, rojo y verde
respectivamente; en tono claro se muestran las células sin estimular mientras que en tono obscuro las
estimuladas con ConA,; tras un cultivo de 4 dias. Para el caso de 2 dias no se realiz6 la tincién para CD4, por
lo que no se reportan resultados. Cada barra representa el promedio de 5 animales mas el SEM. Diferencia
significativa entre células sin estimulo y estimuladas. *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001.
Prueba estadistica t de Student.
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8. DISCUSION

8.1. RESPUESTA INMUNOLOGICA HUMORAL

La 1gG es la predominante en los fluidos internos del cuerpo, como son la sangre, el
liquido cefalorraquideo y el liquido peritoneal, es la mas abundante del suero pues
constituye el 80% de las inmunoglobulinas totales (Devlin, 2004), su extensa variedad de
funciones la hacen idonea para encontrarse en un medio donde facilmente estara en
contacto con otra gran cantidad de moléculas y células como el sistema del complemento,
macrdfagos y neutrdfilos, células NK, entre otras (Galaktionov, 2004).

Por otra parte, la IgA sérica, se considera que puede ser un refuerzo pasivo ya que los
inmunocomplejos con IgA son eliminados por el sistema fagocitico sin inflamacion
asociada. Mas aln, la IgA sérica monomeérica tiene actividad antiinflamatoria y es capaz de
modular ciertas funciones como la fagocitosis inducida por 1gG, actividad bactericida,

estallido respiratorio y liberacion de citocinas (Monteiro y Van de Winkel, 2003).
8.1.1. Analisis de la respuesta de 1gG e IgA en suero de lechones inmunizados

En este estudio se determiné la respuesta inmunoldgica sistémica y mucosal generada

por la inmunizacidn perinatal con OVA, examinando el efecto de la edad.

Los resultados obtenidos indican que, en suero, los niveles de IgG e IgA, comienzan a
incrementarse conforme avanzan las inmunizaciones, como ha sido descrito en otros
trabajos (Lilo, 1988; Arvin y Greenberg, 2007), la concentracion de Abs de ambos isotipos

fue més elevada en el grupo de animales que comenzaron a inmunizarse a mayor edad.

Las concentraciones de Abs de los grupos que comenzaron a inmunizarse mas jovenes,
2 y 7 dias, permanecieron por debajo del grupo de mayor edad y no fueron capaces de
elevar dicha concentracion a ese nivel, aun cuando ya habian alcanzado la edad y
maduracion de dicho grupo (figura 11), estos resultados apoyan la hipotesis clasica que
describe la inmadurez del sistema inmunoldgico o el efecto de los factores inmunoldgicos
transmitidos de la madre al neonato durante los primeros dias de vida como factores
supresores de una buena respuesta inmunologica (Jaspan y cols., 2006). Por lo tanto, estos

datos sugieren que la inmunizacién muy proxima al nacimiento genera un bloqueo de la
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respuesta inmunoldgica que impide la produccion incrementada de Abs, originado
probablemente por el efecto de los factores inmunorreguladores que trasmite la madre al
neonato mediante el calostro durante los dos primeros dias de vida previos al cierre del
intestino (Tizard, 2004), tales como el TGF-B y la IL-4, citocinas transferidas al suero del
neonato en altas concentraciones dada su gran abundancia en calostro, disminuyendo asi la
produccion de 1gG e IgA. Cuando estos niveles de citocinas han disminuido se promueve el
cambio de isotipo y la generacion de 1gG e IgA (Nguyeny cols., 2007).

Los niveles de IgA en suero, asi como la literatura sefiala y es de esperar, mostraron
una tendencia a incrementar por la exposicion repetida al antigeno, pero también
manifestaron un fendmeno no reportado en la literatura, una tendencia a mantener niveles
invariables durante todo el periodo de prueba, aun cuando se esperaria que estas
concentraciones de Abs disminuyeran paulatinamente ya que la vida media para este isotipo
es de entre 4 y 6 dias (Ho y cols., 1986; Slifka y cols., 1998).

Existen varias propuestas para dar explicacion a la produccién constante de Abs:

e Repetida exposicion al patégeno

¢ Infeccion cronica de bajo grado

e Reactividad cruzada con antigenos propios o del medio ambiente
e Conexiones antiidiotipicas

e Complejos inmunolégicos sobre FDC

e Células plasméticas de larga vida.

Los primeros cinco modelos sugieren que la continua estimulacion antigénica de las
células B de memoria es necesaria para el mantenimiento de la produccion de Abs de largo
plazo (Slifka y Ahmed, 1996; Ahmed y Gray, 1996); la exposicion repetida al Ag y la
infeccion crénica de bajo grado son dos modelos que no se cumplen en este trabajo, puesto
que los grupos de animales solo fueron tratados con el Ag durante el protocolo de
inmunizacion, fuera de tiempo se evito por completo su exposicion al Ag el cual, ademas,

no se trataba de un agente capaz de replicarse ni de causar una infeccion.
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La hipdtesis mas popular y bien caracterizada sobre la produccion persistente de Abs de
largo plazo es que las células B de memoria son estimuladas por la presencia de Ag que es
retenido en forma de complejos Ag-Ab sobre la superficie de las FDC (Maclennan y cols.,
1997). Se cree que estos complejos con vida media de aproximadamente ocho semanas son
liberados cuando los niveles de Abs disminuyen, con el fin de reestimular células B de
memoria y que estas restituyan la disminucion de la poblacion de células plasmaéticas
(Tew y Mandel, 1979). Sin embargo, el efecto de este modelo deberia ser capaz de
observarse en ambos isotipos, de los cuales, aparentemente la IgA es la Unica afectada,
probablemente porque los niveles en los que se encuentra estin muy por debajo de los de
IgG y/o el efecto de la inmunizacion IN, capaz de interactuar rapidamente con las FDC y
caracterizada por producir buena respuesta de IgA tanto mucosal como sistémica (Wu y
Rusell, 1997; Gerdts y cols., 2006).

Un modelo que no es excluyente de los previamente mencionados es la produccion
prolongada de Abs por células plasmaticas de larga duracién. Estas células pueden ser
menos sensibles a los cambios en los niveles de Ag ya que regulan a la baja la
inmunoglobulina de superficie y las moléculas MHC de clase I, por lo tanto, la pérdida de
la presencia del Ag no tiene un impacto en su longevidad (Abney y cols., 1978). Este
modelo es quiza el que mas respalda la produccidon constante de Abs IgA en suero.
Posteriormente a la inmunizacién IN, los linfocitos B son estimulados y pasan a células
plasmaticas secretoras de IgA, estas células son capaces de migrar a la médula Osea,
principal sitio de almacenamiento de células plasmaticas de larga duracion (Slifka y cols.,
1995), donde seran capaces de perdurar incluso por mas de 90 dias en ausencia de division

celular y mantener una secrecién constante de Abs a la circulacion (Manz y cols., 1997).

La respuesta de IgA de este trabajo mostrd un fenémeno interesante el cual deberia ser
analizado mas a fondo, puesto que los niveles de este isotipo no han sido estudiados

abundantemente y representarian un importante avance en la inmunizacién perinatal.
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8.1.2. Analisis de la respuesta de 1gG en mucosas de lechones inmunizados

Los Abs son particularmente efectivos para proteger, como primera linea de defensa,
los sitios de entrada de agentes patdgenos al organismo como la boca y la nariz. La gran
mayoria de antigenos que son capaces de entrar por estas vias expresan moléculas en su
superficie, que son utilizadas para fijarse, penetrar y colonizar los tejidos. Si existen Abs
capaces de unirse a esas moléculas, podran prevenir la entrada de los Ags. En las vias
respiratorias, la IgA es la inmunoglobulina predominante a excepcion de los pulmones
donde la IgG cobra mayor importancia (Halliwell y Gorman, 1992; Delventhal y cols.,
1992; Pabst y Binns, 1994). En términos generales, este estudio mostro que la IgG tanto en
saliva como en secrecidn nasal (figuras 12a y 13a) tuvo un comportamiento semejante al
observado en suero, solo que en niveles mas bajos, lo que sugiere que la presencia de este
Ab en estos sitios, sea efecto de la extravasacion de la inmunoglobulina sistémica a las
secreciones por consecuencia de pequefias inflamaciones, sangrados, su bajo peso
molecular (150 kDa) que le permite facilmente pasar a los tejidos, o el transporte cruzado
mediado por el FcRn (Ogra y Ogra, 1973; Bouvet y cols., 1994; Persson y cols., 1998;
Spiekermann, 2002; Devlin, 2004; Claypool, 2004; Yoshida y cols., 2004). La baja
concentracion de 1gG en secreciones comparada con la de suero puede ser efecto de la baja
extravasacion o la accién de enzimas proteoliticas sobre la inmunoglobulina (Haber y
Stone, 1967; Whaley y Zeitlin, 2001). Cabe mencionar que la baja presencia de ésta en las
mucosas podria en cierta parte ser favorable, ya que su capacidad de generar inflamacion
no es muy deseable a este nivel pues provocaria dafios importantes sobre todo en la mucosa
de neonatos (Devlin, 2004), por lo tanto, un efecto de la presencia de IgA seria dotar a la

mucosa de la exclusion inmunoldgica que le permita protegerse sin alterar su homeostasis.

Los picos grandes y espontaneos observados en la secrecién nasal del grupo de 7 dias
(figural3a), mostraron una dispersion de datos muy amplia lo cual se traduce en que no
todos los animales dieron respuesta, sugiriendo la heterogeneidad en la produccién y

secrecion de IgG y probablemente sefialando la incipiente maduracion.
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8.1.3. Analisis de la respuesta de IgA en mucosas de lechones inmunizados

La IgA, aunque solo constituye el 10% del total de las inmunoglobulinas seéricas, es la
clase de inmunoglobulina que predomina en secreciones, como la saliva y secrecion nasal.
Funcionalmente es una opsonina menos potente que la IgG y un activador débil del
complemento (Bailey y cols., 2005; Eng y cols., 2010). Se analizo la respuesta de IgA en
saliva y secrecion nasal, los resultados mostraron que los animales que comenzaron a
estimularse més jovenes, Unicamente para IgA y en secreciones, generaron una respuesta
por arriba de los otros dos grupos, pero solo hasta el dia 55 - 60 donde se produce un
abrupto descenso, disminuyendo significativamente en relacion al nivel de los otros grupos
experimentales, aunque en el muestreo final y después del RIN los niveles de los tres

grupos se iguald (figuras 12b y 13b).

Estos datos coinciden con la idea, de un sistema inmunologico de las mucosas separado
del sistema periférico, que podria representar dos mecanismos de defensa, uno estructurado
y localizado y uno sistémico mas difuso (Conley y Delacroix, 1987; Kroemer y cols., 1993;
Wu y Rusell, 1997; McGhee y Kiyono, 1999) que muestra que la respuesta inmunoldgica

sistémica no es igual a la mucosal.

Trabajos previos muestran que aunque las respuestas Thl pueden ser obtenidas a partir
de los recién nacidos, a menudo sobresalen las respuestas secundarias tipo Th2. En la
década de 1990, se observd un sesgo Th2 en ratones recién nacidos vacunados con una
variedad de Ags utilizando como adyuvante hidréxido de aluminio, el cual se aprob6 para
uso pediatrico en humanos (Martinez y cols.,, 1997). Posteriormente se reportaron
respuestas Th2 en los recién nacidos vacunados con virus vivos o atenuados mientras que
los adultos inmunizados comparativamente desarrollaron respuestas Thl (Bot y cols.,
1999). El uso de Ags proteicos en PBS para la inmunizacion de animales recién nacidos
también ha mostrado la formacion de respuestas dominantes tipo Th2 (Gebel y cols., 1983).
Por ultimo, se han descrito respuestas Th2 Ag-especificas en los ganglios linfaticos de
animales adultos originalmente inmunizados de recién nacidos (Min y cols., 2000). Por lo
tanto, bajo muchas condiciones, los recién nacidos parecen estar sesgados a la respuesta de
tipo Th2. ElI microambiente de los neonatos parece favorecer respuestas Th2 y la existencia
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de células B pre-comprometidas a la produccion de SIgA es una de las razones por las que

esta inmunoglobulina predomina en tejidos mucosales.

Pocos estudios, principalmente en roedores, se han realizado sobre la respuesta
inmunoldgica en mucosas generada tras la inmunizacion perinatal, gran parte de estos
estudios centran su atencion en observar la respuesta sistémica o a nivel de la mucosa
intestinal (Newby, 1984; Newby y Stokes, 1984; Brandtzaeg y cols., 1987; Jertborna y
cols., 1996; Ahrén y cols., 1998). Quizé la respuesta de IgA obtenida en este trabajo y bajo
estas condiciones sea efecto del trafico de linfocitos en los tejidos especificos como parte
del mantenimiento de la homeostasis del sistema inmunoldgico. Se sabe que la migracién
de los linfocitos estd mediada por una cascada de interacciones entre la expresion de
moléculas de adhesion y quimiocinas secretadas por los tejidos, y los receptores de
quimiocinas y moléculas de adhesion sobre los linfocitos. A nivel del tracto respiratorio
superior (particularmente NALT) y aun cuando no se han formado el BALT (no
constitutivo en cerdos y humanos), la quimiocina CCL28, también conocida como
quimiocina epitelial asociada a mucosa (MEC), es un potente quimioatrayente para
expresar CCR10 sobre ASC del isotipo IgA (Lazarus, 2003), dirigiendo de manera selectiva
a estas células pero no a ASC del isotipo IgG o IgM. EI CCL28 ejerce su funcién
mejorando la adherencia de la integrina a4, tanto a la molécula de adhesion celular dirigida
a mucosa — 1 (MadCAM-1), como a la molécula de adhesion celular vascular — 1
(VCAM-1). CCL28, sobre todo en las glandulas salivales, es secretada en altos niveles por
células epiteliales de recien nacidos y con una tendencia a disminuir y estabilizar su
expresion conforme trascurre la vida (Hieshima y cols., 2003). Aunado a esta informacion,
después de la inmunizacion sistémica, el receptor de migracién predominante sobre las
ASC es la L-selectina, después de la vacunacion oral es la integrina 04p7, y después de la
inmunizacion nasal el linfocito expresa tanto la L-selectina y la integrina a4f7 (McGhee y
cols., 1999). En concreto, la alta expresion de CCL28 en las vias respiratorias superiores
después del nacimiento y el efecto del protocolo de inmunizacién, probablemente sean los
responsables de la migracion acrecentada de ASC del isotipo IgA a la mucosa y por ende la
mayor y rapida produccion de Abs en los animales de menor edad, mientras que este
proceso comienza a verse disminuido en funcién de la edad, dejando al grupo que comenzé

a inmunizarse a los 7 dias con una produccion de Abs por en medio de la generada por el
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grupo de 2 y 14 dias, éste ultimo siendo el mas lento y con menor nivel de Abs. Las
posibles razones, 1) la disminucion en la secrecion de quimiocina CCL28, originando
menor migracion de ASC del isotipo IgA a las vias respiratorias altas, 2) el mayor tiempo
de exposicion antigénica previa a la aplicacion del protocolo de inmunizacion, tal vez
provocando el comienzo de la formacion del BALT y la implicacion de otros mecanismos
de migracion menos selectivos para ASC del isotipo IgA, 3) la maduracion del organismo
(mejora en mecanismos inespecificos de defensa, colonizacion por flora normal, equilibrio
entre respuesta Th1/Th2, mecanismos de regulacion) quiza generen un ambiente donde la

produccién elevada de Abs ya no sea requerida.

Dos semanas previas al sacrificio de los animales se realiz6 un refuerzo por via IN, con
el objetivo de estimular el sistema inmunoldgico para fortalecer las respuestas celulares que
se analizarian como segunda parte del trabajo. Por otra parte, el refuerzo permitio evaluar la
respuesta de células B de memoria, fue posible observar, para ambos isotipos y en los tres
tipos de muestras analizadas, como los niveles de Abs comenzaron un descenso, sin
embargo, en cuanto se aplico el refuerzo, se detuvo el descenso y los niveles se
mantuvieron e incluso iniciaron un ligero aumento (figura 11-13), siendo un posible reflejo
de la presencia del transito de linfocitos B de memoria entre érganos linfoides secundarios,
capaces de reconocer y responder rapidamenteante ante el antigeno y redireccionarse hacia
el tejido objetivo (Yong y Arpin, 1997; Sprent, 1997), ademas estas células de memoria
tienden a migrar al sitio donde originalmente fueron activadas (Mackay y cols., 1990;
Springer, 1994; Butcher y Picker, 1996), y dado que el refuerzo fue aplicado por via IN,
quiza sea la razdn por la cual este efecto fue mas notorio en el analisis de secrecion nasal,

seguido de la saliva y suero.

El grupo de 2 dias, entre los muestreos de los dias 48 y 55 mostr6 un abrupto descenso
en los niveles de IgA en ambas secreciones y aunque en la ultima fecha del experimento los
niveles de esta inmunoglobulina se vuelven a equiparar, se podria pensar que este efecto
sea consecuencia de un repentino cambio en el ambiente celular debido a la réapida

produccion de Abs y la falta de presencia antigenica.
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8.1.4. Analisis de la respuesta de 1gG e IgA en LBA de lechones inmunizados

El sacrificio de los animales se llevo a cabo a los 3 meses de edad, con el fin de evaluar
la respuesta de memoria después de la inmunizacion temprana, de ambos isotipos a nivel
pulmonar, para lo que se tom6 una muestra de LBA. Los niveles de IgG no mostraron
diferencia en ninguno de los grupos (figura 14a), mientras que para IgA, existié un
incremento de esta inmunoglobulina por parte del grupo de 2 dias con relacion a los demas
y entre el grupo de 14 dias contra el de 7 (figura 14b). Cabe recordar que esta muestra fue
obtenida cuando los tres grupos de animales tenian la misma edad (3 meses) y lo Unico que
los distinguia era la edad a la que comenzaron a inmunizarse, por lo tanto no se esperaba

que los valores difirieran.

A nivel alveolar, varios estudios indican que la 1gG es la inmunoglobulina
predominante (Halliwell y Gorman, 1992; Delventhal y cols., 1992; Pabst y Binns, 1994),
lo cual fue posible observar en estos resultados, cuando los niveles de IgA en LBA solo
alcanzan los 60 ng, la 1gG tiene un valor por arriba de los 100 ng. Esto podria ser resultado
de la alta irrigacion sanguinea que ocurre en los pulmones, permitiendo la trasudacién de
IgG, y a pesar de los niveles de esta inmunoglobulina en suero, es posible detectar
cantidades semejantes para los tres grupos experimentales, ya que es menor la degradacién
de IgG por enzimas proteoliticas dada la zona en la que se encuentran.

Con relacién a la IgA se observé un efecto interesante, independientemente de que los
animales tenian la misma edad y el mismo régimen de reinmunizacién, los niveles de esta
inmunoglobulina producida localmente, fueron mayores en animales inmunizados a menor
edad, este fenomeno parece indicar que el resultado de inmunizar a edades tempranas es
capaz de trascender por un largo periodo de tiempo, ademas, las consecuencias en el propio
organismo al montar una respuesta mediada por esta inmunoglobulina pueden ser
favorables dada su propiedad antiinflamatoria y con ello ocasionar menos dafios que si

fuera mediada por 1gG.

Durante los primeros dias de vida, en las mucosas, se establecen cantidades
considerables de ASC principalmente del isotipo IgA, ya que ésta es uno de los principales

factores que median la relacién con la microbiota y permite la adecuada colonizacion, por
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lo que las diferencias que se encontraron quiza estén relacionadas a la cantidad de linfocitos
B de memoria generada por el efecto de la inmunizacion a distintas edades y cantidades de
células presentes en ese momento, los cuales seran capaces de responder y secretar IgA en
proporciones desiguales (Yong-Jun y Arpin, 1997; Sprent, 1997; Ramiro-Puig y cols.,
2008).

Por lo tanto, el protocolo de inmunizacién perinatal propuesto, aplicado a muy corta
edad (2 dias) fue capaz de generar una respuesta importante de Abs IgA en mucosas, lo que
podria llegar a ser sustancial para la proteccién durante este periodo de alto riesgo, ademas
de permitir la generacidn de buenas respuesta de memoria capaces de presentarse en retos
antigénicos posteriores, es asi como estos datos abren un posible campo de trabajo para

corroborar y ampliar resultados e informacion.

8.2. ANALISIS DE POBLACIONES CELULARES

La respuesta inmunoldgica celular estd a cargo de los linfocitos T, de los cuales hay 3
tipos: los linfocitos T cooperadores (CD4) que secretan citocinas, las cuales se encargan de
estimular a otras células; los linfocitos T citotoxicos (CD8) que se encargan de destruir
especificamente a las células infectadas y, finalmente, los linfocitos T reguladores
encargados de impedir la autoinmunidad y controlar la amplitud de la respuesta
inmunoldgica. Esta respuesta induce también la produccion de células de memoria, con las
cuales se puede montar una respuesta mucho mas rapida en las subsecuentes interacciones
con el Ag (Margni, 1996).

8.2.1. Analisis de las diversas subpoblaciones de linfocitos T y B provenientes de

tejidos de cerdos

La parte celular del experimento tuvo como objetivo analizar diversas subpoblaciones
de linfocitos T y B en sangre, ganglio y pulmdn de los cerdos inmunizados a diferentes
edades, dicho analisis se hizo a los 3 meses de edad para todos los animales, las células
fueron estimuladas in vitro con ConA (usado como control positivo) y OVA para evaluar la

respuesta especifica.

La prueba de IDR realizada al dia 27 del experimento (independientemente de la edad

del cerdo) fue la primer investigacion de la respuesta celular, no mostré ningun resultado
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positivo (datos no reportados), lo que sugiere que la inmunidad celular (respuestas tipo
Th1) no se vié favorecida por la inmunizacién perinatal, probablemente debido a la baja
produccion de citocinas para este perfil (Bot y cols. 1997; Adkins y Du, 1998), ademaés la
proteina soluble OVA empleada para inmunizar, seguramente fue tratada como un Ag
exogeno, procesado y presentado en moléculas MHC-II a células T CD4+, evitando o
disminuyendo la respuesta celular y favoreciendo la humoral (Germain, 1999; Villadangos,
2001). Asi mismo, la OVA, es un Ag incapaz de replicarse y el adyuvante (Unicamente

aceite mineral), seguramente no generaron respuesta celular.

La lectina ConA es capaz de unirse a residuos de a-mandsidos y a-glucésidos de
glucoproteinas en la superficie de los linfocitos, induciendo la activacién y proliferacion
policlonal (Barta y Oyekan, 1981), generando asi diferencias contra células sin estimulo;
sin embargo, el andlisis de las subpoblaciones de linfocitos mostrd escasas diferencias en
casi todas las subpoblaciones (tabla 5), siendo solo posible detectar la activacion mediante
la expresion del CD25 (figuras 17 - 19) y el cambio en la morfologia celular, que fue
notable, ya que las células aumentaron su tamafio y se agruparon formando grumos
inconfundibles para todos los grupos y tejidos. Es decir, el mitdgeno fue capaz de activar a
las células independientemente del tejido y la edad de inmunizacién, mostr6 que el cultivo
y la estimulacion in vitro funcion6. Sin embargo, no fue capaz de inducir una proliferacion
de las subpoblaciones que la diferenciara del cultivo sin estimulo, o la proliferacion fue en
todas las subpoblaciones y al evaluar los porcentajes, éstos no cambiaron con respecto al
control sin estimular. Los trabajos que se han dedicado al estudio in vitro de poblaciones
celulares bajo estimulos mitogénicos proponen el uso de otras moléculas estimuladoras
como la IL-2 (Frauwirth y Thompson, 2002) y/o coestimuladoras como el CD28 sobre los
linfocitos y CD80, CD86 para las APC (Secchiero y cols., 2000) en el cultivo, situacién que
no se llevo acabo en este trabajo.

La respuesta celular especifica se analizd por la estimulacion in vitro con OVA; los
resultados mostraron que para ninguno de los grupos Y tejidos analizados existio activacion
ni proliferacion. A pesar de que se observaron cambios en el tamafio de las células que
indican una posible activacion celular en los cultivos estimulados, el analisis por citometria

de flujo no lo respaldo.
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La falta de respuesta celular especifica puede ser consecuencia de que el Ag empleado
para inmunizar a los animales favorece la respuesta inmunolégica humoral (Germain, 1999;
Villadangos, 2001), por otra parte existen una gran diversidad de receptores linfocitarios
para Ags, es decir, que cada linfocito posee un receptor diferente y por tanto el nimero de
linfocitos capaces de unirse y responder a un Ag especifico es muy reducido (relacion
1:10000 y 1:100000) del numero total de linfocitos (Parham, 2006), lo que indica que si
existian células especificas contra OVA no fueron suficientes (en cantidad) como para dar
una diferencia significativa contra las no estimuladas, ademas si consideramos que al
citometro unicamente se realizd el conteo de 20000 eventos, la probabilidad de encontrar

diferencias se vio muy reducida.

Finalmente, la gran cantidad de “basura” observada en los dot-plots (figuras 15A y
16A) mostro la poca viabilidad de las células al momento de la lectura, siendo un posible
reflejo de su excesiva manipulacién, de los constantes cambios de temperatura a los que se
sometieron, el tiempo que permanecieron fuera de un sistema viable, su saturacion en el
medio de cultivo, entre otras condiciones técnicas, siendo quiza dicha situacién la razén

mas importante en la falta de resultados.

El modelo utilizado en este proyecto con minicerdos vietnamita SPF, cuya microbiota
podria ser diferente a la de cerdos convencionales, quiza repercuta en la activacion
diferencial del sistema inmunoldgico y en otros modelos podrian obtenerse resultados
distintos. Sin embargo, la informacion es valiosa dado que la respuesta inmunoldgica

perinatal a nivel de mucosas no se ha descrito antes.

Para los grupos experimentales, se utilizaron 5 lechones provenientes de la misma
camada y asignados de esta forma a un grupo especifico, por lo que seria interesante
aumentar el namero de cerdos para descartar que esto sea un factor en los resultados

obtenidos.
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9. CONCLUSION

El efecto de la inmunizacion perinatal mediante el protocolo SubC/SubC/IN evidencio
la compartamentalizacion de la respuesta inmunoldgica; a nivel sistémico se genera una
respuesta de Abs (IgA e IgG) que incrementa conforme aumenta la edad y maduracién de
los animales, a nivel de secreciones (mucosas) la inmunizacion produjo una respuesta de
IgG semejante a la encontrada en suero, mientras que la IgA mostré un comportamiento
opuesto, ya que se ve favorecida en animales inmunizados a menor edad, ademas, el efecto
de emplear este protocolo y bajo estas condiciones parece ser capaz de trascender por

largos periodos de tiempo.

El cultivo de células de todos los tejidos y todos los grupos no mostr6 mas que una
posible activacion (mediada por el andlisis de CD25) en aquellas estimuladas con ConA,
mientras que el analisis de la respuesta especifica no resultd para ninguna poblacién, toda

esta evidencia sefiala que para este experimento la respuesta inmunoldgica fue de tipo Th2.

La induccién de respuesta inmunoldgica perinatal en mucosas es factible y se ve
favorecida en animales de menor edad, siendo este protocolo una posible propuesta para
disminuir la tasa de infecciones respiratorias propias de la edad. Ademas de abrir un amplio

campo de investigacion.
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10. PERSPECTIVAS

Para corroborar resultados, es necesario realizar repeticiones del experimento para los
cuales se sugieren algunos cambios que podrian proporcionar mayor informacion, como
evaluar el nivel de proteccion a través del empleo de un Ag que permita el desafio con el
fin de aportar una idea mas clara sobre la edad 6ptima de inmunizacién perinatal asi como

el nivel de proteccién que genera.

En cuanto a los estudios de la respuesta celular, seria importante emplear un Ag capaz
de estimular una respuesta Th1l; asi como variar las condiciones de los cultivos celulares
como son el tiempo de incubacion, el namero de reestimulos y el nimero de células tanto
sembradas, cosechadas y leidas al citometro. También, de forma muy importante, el control

en la manipulacion y tratamiento de las celulas para favorecer su viabilidad.

Adicionalmente, el empleo de un Ag que afecte la mucosa respiratoria a nivel humano

0 veterinario podria proporcionar mayor informacion.
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11. ANEXO

Soluciones
Solucién salina fisioldgica (SSF)

Cloruro de sodio (NaCl) 0.9 %
Agua destilada

Solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2 - 7.4

Cloruro de sodio (NaCl) 137 mM
Cloruro de potasio (KCI) 2.7 mM
Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,) 4.3 mM
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO4) 1.4 mM

Agua destilada

Amortiguador de lisis de eritrocitos

Cloruro de amonio (NH4CI) 0.14 M
Bicarbonato de potasio (KHCO3) 1 mM
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (C1oH16N20s) 0.1 mM

Agua destilada

Medio RPMI-1640 incompleto

RPMI-1640 Medium (con L-glutamina y 25 mM HEPES, sin NaHCO3) 1 frasco
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 249
Agua bidestilada c.b.p. 900 mL

Ajustar pH a 7.2 y esterilizar la solucion por filtracion en membrana de 0.22 pm.

Realizar pruebas de esterilidad.
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Medio RPMI-1640 completo

Medio RPMI-1640 incompleto

Glutamina (C5H10N203)

Piruvato de sodio (C3H3NaOs3)

B-mercaptoetanol (HOCH,CH,SH)

Gentamicina (C21H43Ns07)

Suero fetal bovino (SFB)

Solucién con enzima (colagenasa)

Medio RPMI-1640 incompleto
Solucion de azul de tripano

Azul de tripano

Solucion salina fisiol6gica

p-formaldehido al 4%

Solucion A de citometria de flujo

Azida de sodio (NaN3)

Carbonato de sodio (Na,COs3) 0.5 M

450 mL
0.2mM
0.1 mM
Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanol sulfonico (HEPES) (CgH1sN204S) 1 mM
0.1 uM
40 pg/mL
10 %
Colagenasa tipo IV (Worthington Biochemical Corporation, USA) 150 Ul/mL
0.4 %
Solucion fijadora de p-formaldehido 1%

12.5 mL
Solucién salina amortiguadora de fosfatos 1X (PBS 1X) c.b.p. 50 mL
Suero normal de cerdo (descomplementado) 5%
0.1 %

Solucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS)

Solucién amortiguadora de carbonatos pH 9.6
2.5 mL
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.5 M 7.5 mL
c.b.p. 100 mL

Agua destilada
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Solucion general para la técnica de ELISA 1gG pH 8.0

Tris (hidroximetil) aminometano (Tris) [(HOCH,)3CNH,] 50 mM
Cloruro de sodio (NaCl) 0.14 M
Agua destilada

Solucién de lavado para la técnica de ELISA 1gG

Tris (hidroximetil) aminometano [(HOCH;);CNH] 50 mM
Cloruro de sodio (NaCl) 0.14 M
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026) 0.05 %

Agua destilada

Solucion de bloqueo para la técnica de ELISA 1gG

Tris (hidroximetil) aminometano [(HOCH;);CNH3] 50 mM
Cloruro de sodio (NaCl) 0.14 M
AlbUmina sérica bovina (BSA) 1%

Agua destilada

Solucion de dilucion para la técnica de ELISA 1gG

Tris (hidroximetil) aminometano [(HOCH;);CNH3] 50 mM
Cloruro de sodio (NaCl) 0.14 M
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH11402) 0.05 %
Alblumina sérica bovina (BSA) 1%

Agua destilada
Solucién amortiguadora de citratos pH 5.0

Citrato de sodio dihidratado (CgHsNazO;-2 H,0) 0.02 M
Acido citrico monohidratado (CgHgO7.H,0) 0.01 M
Agua destilada
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Solucidén de 3,375, 5 -tetrametilbenzidina

3,3",5, 5"-tetrametilbenzidina (TMB) (C16H20N>) 1 mg/mL
Dimetilsulfoxido (DMSO) (CH3SOCHj3), Mantener a -20°C.

Solucién de revelado para la técnica de ELISA 1gG

3,3",5, 5 -tetrametilbenzidina (TMB) (C1sH20N,) [1 mg/mL] 1mL
Perdxido de hidrégeno (H20,) 30 % 2 uL
Solucion amortiguadora de citratos pH 5.0 10 mL

Solucién de paro para la técnica de ELISA 1gG

Acido sulfarico (H,S0,) 2 M
Agua destilada

Solucion general para la técnica de ELISA IgA (PBS-Tween) pH 7.4

Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026) 0.05 %

Solucién salina amortiguadora de fosfatos 1X (PBS 1X)

Solucién amortiguadora de dietanolamina

Dietanolamina (C4H11NO) 1 mM
Cloruro de magnesio (MgCl,) 0.5 M 1mL
Agua destilada c.b.p. 1000 mL

Solucioén stock de p-nitrofenil fosfato (PNPP)

p-nitrofenilfosfato (PNPP) 19/10 mL

Solucién amortiguadora de dietanolamina, Mantener a -20°C.

Solucion de revelado para la técnica de ELISA IgA

p-nitrofenilfosfato (PNPP) [1g/10 mL] 100 pl
Solucién amortiguadora de dietanolamina 10 mL
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