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RESUMEN

En México, durante el 2011, se registraron mas de 21 millones de casos de enfermedades
agudas relacionadas con la mucosa respiratoria, principalmente en personas de la tercera
edad y en la poblacion infantil, donde representa el 18% de muertes, estas cifras reflejan la
importancia de estas patologias y justifican el estudio sistematico del tracto respiratorio,
para el desarrollo racional de vacunas que generen proteccion efectiva en la mucosa. Los
estudios de la respuesta inmunoldgica en la mucosa respiratoria paradéjicamente son
escasos y no incluyen el analisis de las células productoras de anticuerpos presentes en ese
tracto, debido, entre otras cosas, a que se requieren técnicas estandarizadas y probadas que

generen datos confiables y reproducibles.

La técnica de ELISPOT, cuyo fundamento esta basado en el ELISA, fue introducida por
Czerkinsky en 1983 para la deteccién y conteo de células productoras de, citocinas y
anticuerpos. La técnica de ELISPOT no ha sido aplicada, especificamente, en la deteccién
de células productoras de anticuerpos (AbPC) en pulmon de cerdo, el que, por sus
caracteristicas, es un modelo que ofrece ventajas sobre los roedores, utilizados

habitualmente en estudios inmunoldgicos.

El presente trabajo consistio en la estandarizacion de la técnica de ELISPOT para la
deteccion de AbPC-IgG y AbPC-IgA en pulmon, en sangre y en ganglio linfatico porcinos,
evaluando diferentes condiciones, tales como: elaboracion de placas dentro del laboratorio,
la comparacion del conteo manual con el automatizado, el ajuste del numero de células
utilizadas en las determinaciones, el uso de dos técnicas de deteccion de AbPC-IgA, el
efecto del cultivo de células estimuladas in vitro, contra la deteccion directa y, finalmente,
la necesidad de semipurificar a las poblaciones celulares de interés, utilizando gradientes

discontinuos de densidad.

La técnica estandarizada de ELISPOT, para detectar AbPC-1gG y AbPC-IgA en mucosas,
permitira estudiar mejor la respuesta inmunolégica ante la vacunacion e infecciones de

interés clinico
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INTRODUCCION

El sistema inmunoldgico procesa antigenos que ingresan al organismo por medio del
sistema inmunitario interno y externo. El sistema inmunitario interno defiende al organismo
cuando los antigenos logran evadir al sistema inmunitario externo, a través de la inmunidad
celular y humoral, mediadas por células citotoxicas, linfocitos B y células plasmaticas
(Abbas y col., 2002; Vega-Lopez y col., 2012). El sistema inmunitario externo se encarga
de llevar a cabo la exclusion inmunoldgica (dada principalmente por IgA secretoria -SIgA-)
y se compone del Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (MALT).

Las superficies mucosas son barreras delgadas y permeables al interior del cuerpo que
realizan funciones fisioldgicas como intercambio de gases (vias respiratorias) y absorcion
(tracto gastrointestinal). La mucosa respiratoria es uno de los sitios de mayor exposicion al
medio ambiente, es por ello que resulta de gran interés estudiar sus mecanismos de
proteccidn, asi como conocer si los anticuerpos presentes en este tejido son producidos a
nivel local o sistémico (Vega-Lopez y col., 2012), por ello es necesario contar con una
técnica que detecte AbPC en tejidos y no solo anticuerpos presentes en las secreciones

mucosales.

ElI ELISPOT (del inglés Enzyme-Linked Immunospot Assay) emplea el principio del ELISA
(del inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sandwich (Czerkinsky y col., 1983;
Kemeny, 1997) y detecta las AbPC. Esta técnica se ha empleado para realizar pruebas en
tejido sanguineo. Sin embargo, no se cuenta con suficiente informacion de tejido pulmonar
y debido a las complicaciones éticas que representa la experimentacion en humanos, se
utiliza un modelo experimental porcino que presenta un sistema inmunitario similar al
humano (posee una estructura ganglionar parecida al Anillo de Waldeyer, no tiene NALT
(del inglés Nasopharinx Associated Lymphoid Tissue) y el BALT (del inglés Bronchial
Associated Lymphoid Tissue) no es constitutivo). Por tales motivos, se requiere contar con
una técnica estandarizada de ELISPOT para la deteccion de AbPC en pulmén porcino ya

que su aplicacion facilitara el estudio de mejores tratamientos terapéuticos y profilacticos.
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ANTECEDENTES

Generalidades del sistema inmunitario
La inmunidad es el conjunto de reacciones y mecanismos que monta el organismo frente a
sustancias dafinas tales como particulas, microorganismos y toxinas; mediante complejos
procesos celulares y moleculares. Esté regulada por el sistema inmunitario, cuyas
principales funciones son la proteccidn, vigilancia y mantenimiento de homeostasis en el

cuerpo (Abbas y col., 2002; Vega-Lopez y col., 2012).

El organismo se defiende de diversos antigenos mediante una respuesta innata y/o una
respuesta adaptativa. La respuesta innata esta constituida por mecanismos de resistencia
previos a la infeccion, como barreras fisicas y quimicas de epitelios, células fagociticas,
dendriticas y granulocitos, que activan y facilitan la intervencion de los mecanismos
especificos de activacion y regulacion conocidos como respuesta adaptativa, que
comprende mecanismos especificos, capaces de generar memoria inmunoldgica y aumentar
la afinidad tras cada exposicion con el antigeno. Existen dos tipos de respuesta inmunitaria:
celular, efectuada y regulada por linfocitos T citotoxicos y T cooperadores (Thl o Th2) y
humoral, realizada por linfocitos B que se transforman en células plasmaticas productoras
de anticuerpos (Ab). Siendo esta Ultima, el principal mecanismo de defensa frente a

antigenos extracelulares y toxinas (Abbas y col., 2002; Talamés, 2010; Vega y col., 2012).

Estas poblaciones celulares del sistema inmunitario estan presentes, en condiciones
normales, como células circulantes en sangre y linfa o dispersas en los tejidos del cuerpo.
Sin embargo, su presencia puede ser modificada como respuesta a la inmunizacién o

interaccion con el antigeno (Bonilla y Oettgen, 2010).

Anatomia del sistema inmunitario
Los organos linfoides primarios en los mamiferos son la médula 6sea y el timo (Bianchi y

col., 1992; Rothkotter, 2009; Bonilla y Oettgen, 2010), los secundarios comprenden a los
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ganglios linfaticos, bazo, sistema inmunitario cutaneo y de las mucosas (Waldman y
Henney, 1971; Vega-Lopez y col., 2012), donde se lleva a cabo la interaccion con el
antigeno, activacion, proliferacion y diferenciacion de linfocitos. Estos drganos estan
conectados por medio de vasos sanguineos y linfaticos, facilitando la recirculacion de
células de respuesta inmunoldgica, linfocitos activados, transporte de antigenos,

anticuerpos y proteinas (Binns, 1982).

Desarrollo, maduracion y activacion de linfocito B
La ontogenia de los linfocitos B inicia con las células pro-B, éstas no producen
inmunoglobulinas (1g), sin embargo expresan marcadores como CD19 y CD10. La célula
pre-B representa el siguiente estadio, donde se producen cadenas pesadas p citoplasmaticas
que pueden asociarse a cadenas ligeras sustitutivas (similares a las cadenas k y A, pero no
poseen regiones variables) dando lugar al receptor de célula pre-B. Este receptor es esencial
para estimular la proliferacion y maduracién de las células B (Abbas y col., 2002; Butler y
col., 2006; Bonilla y Oettgen, 2010). La célula B madura expresa entonces IgM e IgD en su
membrana y abandona la médula ésea para poblar tejidos linfoides y diferenciarse en
subtipos B1 y B2. El linfocito B1se caracteriza por ser una pequefia poblacion CD5+ que
prevalece en las cavidades peritoneal y pleural, asi como en bazo a edades tempranas.
Expresa niveles altos de IgM y bajos de IgD en su membrana. Su principal funcién es la
produccion de anticuerpos dirigidos contra antigenos bacterianos no proteicos, como
polisacaridos, fosfatidilcolina y lipopolisacaridos. Son capaces de expandirse sin tener
contacto con antigenos foraneos y producen grandes cantidades de anticuerpos IgM
inespecificos, denominados anticuerpos naturales. Cabe destacar que gran parte de la SIgA
presente en las mucosas proviene de la activacion de linfocitos B1 por bacterias comensales
(Geffner y Fainbom, 2008; Baumgarth, 2011). Los linfocitos B2 constituyen mas del 90%
de los linfocitos B y su funcion principal es reconocer antigenos proteicos y diferenciarse

en células productoras de anticuerpos especificos. Su desarrollo y maduracién concluye con
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dos estados transicionales T1y T2, éste tltimo se diferencia en linfocitos de recirculacion o

no recirculantes (Shapiro-Shelef y Calame., 2005; Radbruch y col., 2006).

El proceso de activacion T-dependiente se inicia con la presentacion del antigeno a
linfocitos T, los cuales al activarse secretan citocinas. Estas citocinas en combinacion con
las sefiales del CDA40 en el linfocito B estimulan la proliferacion y diferenciacion de las
células B en AbPC.

El linfocito B tiene un importante papel en la relacion entre la respuesta innata y adaptativa
ya que puede comportarse como célula presentadora de antigeno (APC) reconociendo
antigenos por medio del BCR, regula la expresion de moléculas coestimuladoras, asi como
la produccion de citocinas y factores proinflamatorios (Viau y Zoulai, 2004). Este proceso
es independiente de linfocito T, ya que no requiere el paso de activacion por parte del
linfocito T cooperador (Finke y Acha-Orbea, 2001).

Los linfocitos B activados pueden proliferar y diferenciarse, dependiendo del perfil de
citocinas y estimulos del medio, en células de memoria o plasmablastos. Si se diferencian
en células de memoria (CD20+ CD19+ CD27+ CD38-) pasan a centros germinales de
ganglios y médula dsea donde se mantienen con estimulos externos a través del BCR,
CD40 y TLR; tienden a ser més duraderos y por ello pueden responder rapidamente a una
segunda exposicion al antigeno (Alberts y col., 2004). Si proliferan y se convierten en
plasmablastos (CD20- CD19+ CD27++ CD38++) pueden sobrevivir en circulacion, ser
reclutados en la mucosa o sitio efector para llevar a cabo su funcion como célula de vida
corta o dirigirse a nichos dentro de la médula dsea y centros germinales, donde se
diferencian en células plasmaticas de vida larga (Abbas y col., 2002; Butler y col., 2006;
Jourdan y col., 2009; Bonilla y Oettgen, 2010).
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Caracteristicas de la célula plasmatica
Las células plasmaticas representan la fase final de diferenciacion de las células B y se
encargan de producir anticuerpos, los cuales se encuentran en reticulo endoplasmico,
aparato de Golgi y expresados como proteinas integrales de membrana. Las células
plasmaticas producen aproximadamente 10 000 Ab por segundo (Radbruch y col., 2006;
Talamas, 2010). Estas moléculas pueden localizarse en plasma, secreciones mucosales y, en

menor medida, en el liquido intersticial de los tejidos.

Durante los estadios iniciales de la respuesta inmunoldgica, el tiempo de vida de las células
plasmaticas es muy corto, tipicamente de 3 a 5 dias (Radbruch y col., 2006). No obstante,
siguiendo el proceso de maduracion de la afinidad, las células plasmaticas pueden continuar
viables y secretando altos niveles de anticuerpos entre 2 a 3 semanas después de la Gltima
interaccion con el antigeno (Goldsby y col., 2003; Shapiro-Shelef y Calame, 2005). Los
linfocitos B de memoria tienden a ser mas duraderos y por ello pueden responder
rapidamente a una segunda exposicion al antigeno (Alberts, 2004; Radbruch y col., 2006).
Las sefiales derivadas de las células T cooperadoras, incluidas las de CD40L y las citocinas,
también inducen el cambio de isotipo en las células B mediante un proceso de
recombinacion, que conduce a la produccién de los diferentes isotipos de Ig que regulan

distintas funciones efectoras (Takahashi, 2007).

Propiedades de los anticuerpos
Los anticuerpos tienen una estructura basica simétrica compuesta de dos cadenas ligeras y
dos cadenas pesadas (compuestas por unidades homologas repetidas de 110 aminoacidos
conocidas como dominios) unidas por puentes disulfuro. Las cadenas pesadas y ligeras se
componen de regiones variables (V) amino terminales y de regiones constantes (C) carboxi
terminales. La region V de la cadena pesada consta de un dominio de Ig y la regién C de la
cadena pesada consta de tres o cuatro dominios de Ig. La region variable de una cadena

pesada (Vy) se yuxtapone con la region V de una cadena ligera (V) para formar un sitio de
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unién al antigeno. Las regiones C de las cadenas pesadas reaccionan con otras moléculas y
células efectoras del sistema inmunitario y regulan la mayoria de las funciones bioldgicas
de los anticuerpos (figura 1) (Voray col., 1999; Abbas y col., 2002; Bluter y col., 2009).

19G
La 1gG es la clase mas abundante en el suero (80 %) donde tiene un tiempo de vida media
de 21-23dias (Russell y col., 1996; Abbas y col., 2002; Bluter y col., 2009). Esta
equilibrada entre los compartimientos intravasculares y extravasculares con lo que
proporciona proteccion de tipo sistémica (Bouvet y Fischetti, 1999). Las cuatro subclases
(IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4) se diferencian por el tamafio de la region de la bisagra, por el
namero y posicion de los enlaces disulfuro entre las cadenas pesadas y en aminoacidos que
afectan las funciones biolGdgicas y efectoras de cada subtipo (figura 1). Como la activacion
del complemento (IgG3> IgG1>1gG2) y la opsonizacion (IgG1>1gG3>lgG4 en orden de
eficacia) (Bouvet y Fischetti, 1999). La IgG puede ser transportada a través de barreras
epiteliales intactas como la placenta en humanos, intestino neonatal de los roedores y de
cerdos para la transferencia pasiva de inmunidad de la madre al feto. En la secrecion en
mucosas la subclase predominante es IgG1 (Plaut, 1972; Baba y col., 2000; Abbas y col.,
2002; Bonilla y Oettgen, 2010).

IgA
La IgA tiene dos subtipos estructuralmente homdélogos (IgA1 mayoritariamente en suero e
IgA2 en secreciones mucosales). En general, la IgA abarca del 10-15 % de Ig en suero
donde tiene un tiempo de vida media de 5-6 dias (Russell y col., 1996; Pilette y col., 2001;
Abbas y col., 2002). De esta proporcion el 88 % es monomérica. En contraste, la IgA2 es el
isotipo predominante en secreciones mucosales como leche, saliva, lagrimas, moco de vias
bronquiales, intestinales y genitourinarias; en forma de IgA polimérica secretoria (SIgA)
(Plaut, 1972; Bouvet y Fischetti, 1999; Baba y col., 2000; Goldsby y col., 2003).
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La SIgA se integra como un dimero o tetrdmero, una cadena J y un componente secretor
(figura 1) (que proviene del receptor de inmunoglobulinas poliméricas -plgR- encargado de
transportar la Ig por membranas celulares por unién a la cadena J). La produccién de IgA
diaria en la luz de las mucosas es de 40 mg/kg de peso en el adulto, que equivale a una
mayor cantidad comparada con la de todas las demas Ig juntas. Tiene un tiempo de vida
media més prolongado que la IgG en secreciones mucosales por la estabilidad que le
confiere la cadena J en la luz de la mucosa (Ogra y col., 2001; Goldsby y col., 2003; Bluter
y col., 2009; Estes, 2010).

IgM (pentamérica)

Puente
disulfuro

IgA (dimérica)

Componente

secretor
Cadenale

Figura 1. Estructuras generales de los cinco principales isotipos de
inmunoglobulinas (Elgert, 2009).
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SISTEMA INMUNITARIO EN TEJIDOS MUCOSALES

Mucosas
Las mucosas son la mayor superficie de contacto del cuerpo con el exterior, abarcan mas de
400 m? y tienen una interaccién constante con antigenos, particulas y toxinas. Una de las
principales caracteristicas de las mucosas es la presencia de elevados niveles de SIgA, la
distribucion delimitada de poblaciones de linfocitos T y B, la compartimentalizacion de la
respuesta inmunologica, la generacion de tolerancia por contacto constante con antigenos
no patdgenos como alimentos, farmacos, sustancias de excrecion y gases asi como la
exclusion inmunoldgica de antigenos patdgenos como virus, bacterias, hongos y parasitos.
Esta funcion es caracterizada por la produccion y liberacion de anticuerpos secretores
(SlgA 'y SIgM) a la luz de la mucosa (Brandtzaeg y col., 1999; Bailey y col., 2001;
Dearman y col., 2001; Holmgrem y col., 2003; Pilette y col., 2001; Kiyono y Fukuyama,
2004; Lefrangois y Puddington, 2006; Vega-Lépez y col., 2012).

MALT
El Tejido Linfoide Asociado a Mucosas (MALT) es un conjunto de estructuras
especializadas con poblaciones de células bien delimitadas que estan relacionadas con la
proteccion y respuesta inmunitaria en los tejidos mucosales. Dependiendo del lugar
anatomico y la mucosa con la cual se relacionen se dividen en: Tejido Linfoide Asociado a
Nasofaringe (NALT) y Tejido Linfoide Asociado a Bronguios (BALT) en el tracto
respiratorio y el Tejido Linfoide Asociado a Intestino (GALT) en el tracto gastrointestinal.
Dependiendo de la funcion en la respuesta inmunoldgica, el MALT se divide en sitios
inductores (placas de Peyer en intestino, BALT y el NALT en vias respiratorias) y sitios
efectores (lamina propia intestinal, BALT vy tracto respiratorio en general) (Bouvet y
Fischetti, 1999; Kiyono y Fukuyama, 2004; Estes, 2010).

En los sitios inductores las células inexpertas son activadas mediante el reconocimiento y

presentacidn antigénica. Los antigenos son endocitados por células especializadas en el
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epitelio y transportados a la cara basolateral para ser procesados por APC y presentados a
los linfocitos T y B. Los linfocitos B activados viajan por la linfa, atraviesan los ganglios
linfaticos regionales y pasan a la sangre. Desde la circulacion sanguinea regresan a los
sitios efectores donde se distribuyen ampliamente y se diferencian a células plasmaticas
especializadas en liberar inmunoglobulinas secretoras, que atraviesan la capa de células
epiteliales y recubren la zona apical que da a la luz (figura 2). Alli, las inmunoglobulinas
pueden interaccionar con el antigeno que dio origen a la respuesta, el resto de los linfocitos
B activados se diferencia in situ y las células plasmaticas pueden permanecer como células

de memoria (Kiyono y Fukuyama, 2004).

A través de la cooperacion con los factores de la respuesta innata, ambiente de citocinas y
los anticuerpos producidos por las células plasmaticas de la mucosa, se impide la entrada de
antigenos patdgenos con una respuesta preferentemente no inflamatoria en la superficie
epitelial (exclusion inmunoldgica). Los anticuerpos secretados contribuyen a esta funcién
neutralizando al antigeno, sin embargo cuando la respuesta inmunitaria falla, los antigenos
que lograron penetrar las barreras deben removerse desde la lamina propia. La eliminacion
inmunoldgica depende de anticuerpos producidos por respuesta sistémica o local y es
sustituida por mecanismos proinflamatorios e incluso por la presencia de 1gG que induce un
dafio en la estructura del tejido por su capacidad de fijar complemento (figura 2). La
actividad secretora depende de la cooperacion entre células B mucosales y el componente
secretor (SC) o receptor polimérico de Ig (pIgR) que median el transporte activo de IgA e

IgM al exterior (Brandtzaeg y col., 1999; Pilette y col., 2001; Kiyono y Fukuyama, 2004).
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Figura 2. Fisiologia general de los sitios inductores y efectores en la respuesta inmunolégica de
las mucosas. En los sitios inductores se da el transporte por células tipo M del Ag hacia la cara
basolateral del epitelio y son presentados por APC a linfocitos. Las células activadas migran por
sangre y linfa a ganglios linfaticos y a tejidos efectores. En estos sitios se lleva a cabo la regulacién,
exclusion inmunolégica y eliminacion del antigeno (Brandtzaeg y col., 1999).

Mucosa respiratoria
El tracto respiratorio esta dividido en vias respiratorias altas: nariz, faringe, laringe,
traquea, NALT y anillo de Waldeyer (amigdalas, adenoides y camulos linfoides) y las vias
respiratorias bajas: tejido pulmonar, arbol bronquioalveolar y el BALT, en el cual
predomina la IgG. Tanto el NALT como el BALT estan integrados de foliculos de
linfocitos B bien delimitados de las zonas de agrupacion de linfocitos T (Ogra y col., 2001;
Debertin y col., 2003; Kiyono y Fukuyama, 2004; Bienenstock y McDermott, 2005; Cerultti
y col., 2011; Vega-Lépez y col., 2012).

EI NALT esta involucrado en la respuesta inductora y efectora de la mucosa nasal, siendo
uno de los primeros sitios de contacto con antigenos inhalados (Bienenstock y McDermott,
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2005; Vega-Lopez y col., 2012). Esta estructura ha sido bien descrita en roedores, se
encuentra embebida en el epitelio de las paredes de las vias respiratorias permitiendo la
infiltracion y el paso de sustancias (Randall, 2010). Sin embargo, en el humano su
presencia no es necesariamente constitutiva, debido a que la faringe humana esta rodeada

por el anillo de Waldeyer (Vega-Lopez y col., 2012).

El BALT esté involucrado en la respuesta inmunoldgica en las vias respiratorias bajas y
posee una mayor cantidad de foliculos de células By T que el NALT (Bienenstock y
McDermott, 2005; Randall, 2010). En el pulmon el sistema linfoide tiene tres tipos. El
primero se encuentra en el tercio superior de las vias respiratorias y presenta las
caracteristicas de tejido linfoide mucosal. EI segundo esta considerado como parte del
sistema inmunoldgico sistémico. El tercer segmento consiste en una combinacion de los
dos anteriores y presenta una poblacion de linfocitos intraepiteliales (IELS) (Bienenstock y
McDermott, 2005). Diversos estudios han revelado que los linfocitos presentes en el
espacio perivascular del pulmon, pueden abandonar el vaso sanguineo pulmonar y migrar a
lamina propia del bronquio (Pabst y Binns, 1994; Pilette y col., 2001; Lefrancois y
Puddington, 2006; Foo y Phipps, 2010).

La relacion de anticuerpos secretados especificos de Ag con la presencia de AbPC en el
tejido respiratorio esta poco descrita, de ahi la importancia de determinar si los anticuerpos
mucosales provienen de torrente sanguineo o si son producidos por las células presentes en
el tejido efector, como parametro de evaluacion de respuesta local ante las infecciones y la

vacunacion (Janetzki, 2004).
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MODELO EXPERIMENTAL

Caracteristicas del cerdo
El modelo murino para estudios inmunologicos es por mucho, el mas estudiado, sin
embargo, existen limitaciones en su uso ya que por su tamafio, no se pueden obtener

grandes cantidades de muestra y presentan pocas similitudes con el sistema inmunitario del

humano. El uso de primates es poco viable por las condiciones que requieren para su
confinamiento, mantenimiento y manejo, resultando costosos y demasiado complicados, y
el ser humano no puede ser sujeto de experimentacion por cuestiones éticas (Rothkotter y
col., 2002).

El sistema inmunoldgico del cerdo tiene caracteristicas anatémicas y fisioldgicas parecidas
a las del ser humano, sin embargo, existen ligeras diferencias que son de importancia para
su estudio y comparacion. El periodo de gestacion en los cerdos es de 115 dias, cada etapa
del desarrollo esta caracterizada por poblaciones celulares y constitucion de estructuras
inmunitarias inmaduras muy bien definidas (Rothkétter y col., 2002; Butler y col., 2006;
Sinkora y Butler, 2009). La placenta de tipo epiteliocorial no permite la transferencia
materna de células e inmunoglobulinas hacia el embrion o feto. Este traspaso se da a través
de leche y calostro, a diferencia del humano y los roedores (Bianchi y col., 1992; Sinkora 'y
col., 2005; Butler y col., 2006; Rothkdotter, 2009).

Los ganglios linfaticos en el cerdo presentan una estructura denominada “invertida”, lo cual
se explica por la inversion del flujo de la linfa en comparacion con otras especies de
mamiferos. Es decir, los vasos aferentes ingresan por el hilio y los vasos linfaticos
eferentes abandonan al ganglio por su periferia. El flujo central de la linfa en los vasos
aferentes se retne en una cisterna a partir de la cual se distribuye la linfa mixta en el
parénquima de todo el ndédulo y puede reaccionar a cualquier sustancia que llegaria en un

solo vaso aferente. Esta “inversion” anatomica no genera limitaciones fisiologicas en la
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presentacion de antigeno y activacién de células inmunitarias en comparacion con otros

mamiferos (Binns, 1982).

Anatomicamente, los pulmones en el cerdo estdn compuestos de tres I6bulos: craneal,
medio y caudal, ademas de presentar un I6bulo accesorio (que no existe en el humano).
Tanto en el cerdo, como en el humano, el NALT esta ausente y en el primero existe una
cadena ganglionar parecida al anillo de Waldeyer humano, inexistente en roedores (Pabst y
Binns, 1994; Bailey y col., 2001; Cerutti y col., 2011; Vega-Lbpez y col., 2012). EI BALT
en el cerdo y en el humano es inducible y no constitutivo, como en el caso de los ratones.
Ademas de todo lo anterior, el cerdo tiene una mayor cercania filogenética con el humano,
se pueden obtener mayores cantidades de muestra y su manejo es sencillo por ser un animal
de répido crecimiento, prolifico y ddcil. Todas estas caracteristicas hacen al modelo porcino
una mejor opcion para el estudio del sistema inmunologico de vias respiratorias en la

deteccidn y cuantificacion de las células productoras de anticuerpos en pulmon.

Desde la segunda mitad del siglo pasado se han desarrollado y aplicado técnicas sencillas,
rapidas y econdémicas para la deteccion y cuantificacion de células productoras de

moléculas especificas (Kalyuzhny, 2009).

ANTECEDENTES DE ELISPOT

Placa hemolitica
El ensayo de placa hemolitica se considerd por mucho tiempo la técnica de eleccion para
evaluar la respuesta humoral a antigenos especificos (Truffa-Biachi y Bordenave, 1980),
fue desarrollada tanto por Jerne y col. (Jerne y Nordin, 1963) como por Ingraham y Bussard
con la finalidad de estudiar la formacion de anticuerpos a nivel celular. Ambos grupos de
investigadores detectaron anticuerpos IgM producidos contra eritrocitos de oveja (SRBC)
empleados como antigeno (Garvey y col., 1977; Falkoff y col., 1983), utilizando como

soporte una fase de agar o metilcelulosa. Fauci y Pratt aplicaron esta técnica en células B
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humanas tras su estimulacion in vitro (Fauci y Pratt, 1976), asimismo Loaftger y col.
lograron detectar moléculas de DNA (del inglés, Desoxirribonucleic acid) (Loaftger y col.,
1988). Posteriormente, se utilizaron antigenos como el toxoide tetanico y la KLH (Keyhole
Limpet Hemocyanin) que pueden adsorberse sobre los SRBC utilizando acido tanico,

cloruro crémico o carbodiimida (Czerkinsky y col., 1983; Descotes, 2004).

Cuningham desarrollé una modificacion de la técnica utilizando una cAmara compuesta por
dos portaobjetos, donde por capilaridad se adicionaba una mezcla de SRBC (antigeno),
complemento de cobayo y una suspension celular de bazo de raton inmunizado (AbPC). Se
dejaba en incubacion y la unién de anticuerpos contra los SRBC permitia la activacion de
complemento lo cual producia la lisis de los eritrocitos generando areas que eran
observables al microscopio (figura 3) (Cunningham, 1965; Kennedy y Axelrad, 1971; Hall,
1985).

Eritrocitos
deoveja
0,0
Suspension o
" celular
% —
s °<;9°°<9
Dia 1: inmunizacién IV CC Complemento
con eritrocitos de oveja Dia - extraciionde CC (cobayo)
bazo

ko
B 15?

Células formadoras

deplaca Incubacién

37°C/2-3hr

Figura 3. Fundamento de la técnica de Cuningham para el ensayo de placa hemolitica.
Esta técnica detecta células formadoras de anticuerpos contra antigeno (eritrocitos de oveja, en
este ejemplo) mediante la formacién de zonas de lisis generadas por la activacion del
complemento. Cada aro se considera la actividad de una célula formadora de anticuerpos
(Cunningham, 1965).
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Algunos de los inconvenientes de esta técnica son el cuidado especial que requiere el uso
de complemento, el proceso de hemolisis no puede detenerse generando una lisis masiva
por lo cual los conteos deben hacerse lo més rapido y acertadamente posible, ademas de
que no es posible diferenciar entre isotipos 1gG e IgM (Sedwick y Holt, 1983; Czerkinsky y
col., 1988; Janetzki, 2004). La placa hemolitica es considerada el antecedente directo del
ELISPOT, porque ambas técnicas determinan cantidad de células productoras de un
producto metabdlico (Sedwick y Holt, 1983; Czerkinsky y col., 1988; Janetzki, 2004).

ELISA
El ELISA (del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) es un inmunoensayo
cuantitativo que en la actualidad se emplea con mayor frecuencia (figura 4). Tuvo sus
inicios en los afos 70’s, fue descrito por dos grupos de investigacion en el mismo afio, uno

en Francia (Avrameas y Guilber, 1971) y el otro en Suecia (Engvall y Perlman, 1971).

REACCION ENZIMATICA
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(Ab) o antigeno (Ag), cuya tracion es proporcional Enzima
alai idad del color obtenid %
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indirecto S— | — e ——
TN N R
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Figura 4. Variantes de la técnica de ELISA. EI ELISA indirecto detecta anticuerpos especificos,
utilizando al antigeno (Ag) para sensibilizar los pozos. ElI ELISA sandwich detecta al Ag que se une
al anticuerpo de captura, formando un complejo Ag-Ab. Para el revelado de ambos tipos de ELISA
se emplea un anticuerpo secundario acoplado a una enzima. La intensidad de color como producto
de la reaccién enzimatica es directamente proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra (Elgert, 2009).
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Como su nombre lo indica, la molécula de deteccion esta adsorbida a una fase solida, la
mas utilizada es la placa de 96 pozos hecha con un material que posee una alta capacidad
de unidn con las proteinas como el poliestireno. La concentracién 6ptima de anticuerpo o
antigeno debe determinarse experimentalmente, sin embargo es recomendable que sea de
0.5-10.0 pg/mL. Asimismo, la concentracion de antigeno puede ser determinada basdndose

en la conversion del sustrato (Luttman y col., 2006).

La actividad de fondo es causada por un anticuerpo o antigeno marcado con enzima que es
adsorbido de manera inespecifica, lo cual representa un problema para la técnica. Es por
ello que el bloqueo de sitios libres de unién proteinica y la aplicacion de técnicas de lavado
adecuadas resultan esenciales en el desarrollo de la técnica (Wakefield y col., 1982;
Luttmann y col., 2006).

Las enzimas que mas se utilizan son: la peroxidasa de rabano picante (HRP), la fosfatasa
alcalina (AP) de intestino de ternera, la f-galactosidasa de Escherichia coli, y la glucosa
oxidasa de Aspergillus niger; en ese orden. Su actividad se determina por sustratos
detectables de manera colorimétrica, fluorométrica, o luminométrica. Los productos
detectados colorimétricamente deben permanecer estables por un largo tiempo después de

detener la reaccion (Engvall, 1980; Porstmann y Kiessig, 1992).

La técnica de ELISA se ha usado para la deteccidén de microorganismos infecciosos como
bacterias, hongos, parasitos e incluso virus (Labrousse y col., 1982; Elgert, 2009). La gran
ventaja del ELISA sobre otros métodos reside en que no requiere un equipamiento

sofisticado para su implementacion en el laboratorio.
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ELISPOT

Historia
En 1983 Sedgewick y Holt publicaron una nueva técnica para el conteo de células
productoras de anticuerpos, la cual estaba basada en los mismos principios del ensayo de
ELISA, donde el antigeno se encontraba inmovilizado en un soporte solido para unirse a
anticuerpos liberados por esplenocitos cultivados (Sedwick y Holt, 1983). Czerkinsky y

col. describieron una técnica para la deteccion de anticuerpos similar a la anterior dandole

el nombre de ELISPOT, que result6 en una alternativa de la placa hemolitica (Czerkinsky y
col., 1983; Czerkinsky y col., 1988). Después la técnica original fue modificada
recubriendo la fase sélida utilizando anticuerpos en lugar de antigenos y asi capturar
moléculas como citocinas liberadas por las células cultivadas (Tjarkowski y col., 1984;
Czerkinsky y col., 1988). Durante el primer lustro del siglo XXI las publicaciones sobre
ELISPOT se han quintuplicado, lo cual refleja la importancia de esta técnica en el area de

investigacion y diagndstico (Janetzki y col., 2004; Boulet y col., 2007).

Fundamento
El término ELISPOT proviene del acronimo inglés Enzyme-Linked Immunospot Assay. Este
método se usa para detectar células productoras de anticuerpos, asi como linfocitos T
productores de citocinas, presentando la ventaja de capturar el anticuerpo o la citocina de

interés sobre una superficie, permitiendo la evaluacién de cada célula cultivada.

Aunque el ensayo de ELISPOT emplea el mismo principio de sandwich de ELISA hay dos
diferencias principales entre estos dos ensayos. Primero, el ELISA mide la concentracion

real de citocina o anticuerpo (Sedwick y Holt, 1983; Kemeny, 1997) con lo que contesta la
pregunta “;cuanto es secretado?”, mientras que el ELISPOT enumera las células secretoras

3

dando respuesta a ““;cudl es la frecuencia de las células secretoras?” (Czerkinsky y col.,
1983). Por lo tanto un ensayo no debe emplearse en vez del otro. Segundo, el ELISA es un

inmunoensayo disefiado para analizar una muestra libre de células (Kemeny, 1997),
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mientras que el ELISPOT es una combinacion de un inmunoensayo y un bioensayo porque
las células vivas son cultivadas directamente en las placas. La técnica ha sido comparada

con la sensibilidad de la citometria de flujo (Karlsson y col., 2003).

Caracteristicas del ensayo
El desempefio del ensayo de ELISPOT depende de la calidad de cuatro componentes
principales: anticuerpos de captura y deteccion, enzimas conjugadas, sustratos
cromogeénicos Y las placas con membranas (Kalyuzhny, 2005), debido a que la actividad de
secrecion celular en el ELISPOT se determina por el nimero de manchas en el fondo de la

placa (figura 5).
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pozos sensibilizados con Ab

g
YyYyyyyyYY

Remocion de células por lavados. Los Ag Incubacién con anticuerpo
secretados son capturados por los Ab biotinilado

XY Yy Y Y 'YYYRYKYYYY

Incubacién con estreptavidina conjugada con fosfatasa
manchas de color

alcalina

| e ¢ — |
7 |
Y Y YOS

Anticuerpo

Antigeno

Estreptavidina conjugada con fosfatasa .’ bl
alcalina . ®* o o P

LEYENDA

K Anticuerpo biotinilado -
L]

Producto colorido
BCIP/NBT

Figura 5. Procedimiento general de la técnica de ELISPOT. El dia 1 consiste en la incubacién de
las células productoras de antigeno en los pozos sensibilizados. El dia 2 consiste en la remocion de
las células y la adicion de anticuerpo biotinilado. En el dia 3 se revela con fosfatasa alcalina
conjugada con estreptavidina y se adiciona el sustrato para que se lleve a cabo la reaccién
enzimética y la formacién de manchas. Sin embargo, se ha observado que el anticuerpo biotinilado y
la estreptavidina pueden adicionarse el mismo dia (R&D Systems).

Estos componentes deben ser optimizados para facilitar la formacion de manchas

detectables, las cuales deben presentar una tincion intensa, tener bordes definidos y un
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diametro mas pequefio para evitar que se unan, ya que manchas confluentes pueden

contarse como una sola (Kalyuzhny, 2009).

Sensibilizacion, bloqueo y lavado
Los ensayos de ELISPOT pueden realizarse en placas plasticas de 96 pozos (Tanguay y
Killion, 1994; Ronnelid y Klareskog, 1997) con membranas de nitrocelulosa (Taguchi y
col., 1990; Ronnelid y Klareskog, 1997) o fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Schielen y
col., 1995, McCutcheon y col., 1997). Estas membranas se utilizan como soporte para las
células y poseen una mayor capacidad de retencion de anticuerpos de captura que el

material de las placas.

En los ensayos de ELISPOT se requiere la difusion de las moléculas secretadas por las
células hacia el antigeno o los anticuerpos de captura inmovilizados en la membrana,
requiriendo procesos de blogueo con proteinas (BSA, FCS, caseina, gelatina o leche en
polvo) que por sus caracteristicas pueden unirse covalentemente a los espacios vacios de la

membrana (Bora y col., 2002).

Es posible emplear anticuerpos monoclonales y policlonales, ya sea para la captura de
antigeno o para la deteccion del mismo. Dichos anticuerpos pueden ser producidos contra la
molécula completa del antigeno o solo contra una porcion. El factor critico para escogerlos
es su habilidad de reconocer epitopos del antigeno de interés que no se superpongan
(Kemeny, 1997). Por esta razén, no esti recomendado emplear el mismo anticuerpo
monoclonal para captura y deteccion en el mismo ensayo de ELISPOT. También se
considera importante la capacidad de la técnica de eliminar las reacciones cruzadas entre
IgG e IgM (Bernard y Lantier, 1985) usando anticuerpos especificos para cada isotipo
(Bianchi y col., 1992).

El que algunos anticuerpos puedan emplearse en inmunohistoquimica,

inmunoelectrotransferencia y en ELISA no necesariamente garantiza que también puedan
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utilizarse en el ELISPOT. EI Unico método confiable para identificar la mejor combinacion
de anticuerpos de captura y deteccion es probarlos directamente en el ensayo. La
concentracion de los anticuerpos de captura debe ser optimizada para obtener manchas
intensamente tefiidas con bordes bien definidos. Los anticuerpos de deteccion empleados en
ELISPOT pueden estar conjugados con biotina para hacer posible la reaccion con enzimas
conjugadas a estreptavidina (Savage y col., 1992). Los anticuerpos de deteccion deben ser
biotinilados para evitar reacciones cruzadas con el anticuerpo de captura, en caso de que
ambos anticuerpos provengan de la misma especie. Alternativamente el sistema de
deteccidn puede ocupar anticuerpos directamente conjugados a una enzima,
desafortunadamente la sensibilidad suele ser méas baja que con los anticuerpos biotinilados
y se podria correr el riesgo que la intensidad de las manchas obtenidas por respuesta
inespecifica fuera similar a las de la respuesta especifica, sin poder diferenciar entre ellas lo
cual dificultaria el conteo. En 2001 Kalyuznhy y Stark reportaron que la intensidad de
manchas especificas y no especificas variaba independiente de los reactivos usados y de su

concentracion (Kalyuzhny y Stark, 2001).

Enzimas
La peroxidasa de rabano picante (HRP) o la fosfatasa alcalina (AP) pueden ser utilizadas
conjugadas a estreptavidina (Savage y col., 1992). La HRP con un pH 6ptimo es 7.6
cataliza la oxidacion de los sustratos en presencia de peroxido de hidrégeno, el cual cambia
el color con una pérdida de electrones. La ventaja de emplear HRP es que las manchas se
desarrollan rapidamente, mientras que el inconveniente es el aumento del fondo. La AP con
un pH dptimo es de 9.0-9.6 desarrolla manchas lentamente permitiendo un tiempo de
incubacion mas prolongado con los sustratos cromogeénicos sin el riesgo de desarrollar
tincion de fondo (Savage y col., 1992). Puede requerirse de una incubacion prolongada para
aumentar la sensibilidad de un ensayo basado en AP. Con la combinacién de HRP y AP es

posible desarrollar una técnica de ELISPOT para la deteccion simultanea de dos moléculas
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diferentes (Okamoto y col., 1998; Okamoto y col., 2000). La principal desventaja de

sistemas multianalito es la pérdida de sensibilidad para cada uno de los antigenos.

Independientemente de la enzima conjugada que se utilice, su sustrato correspondiente debe
producir un color intenso y estable. Un sustrato para HRP es AEC (3-amino-9-etilcarbazol,
C14H14N>) el cual forma manchas de un color rojo intenso (Savage y col., 1992). Sin
embargo, el AEC es inestable y las manchas se blanquean en un periodo corto de tiempo lo
que puede resultar en la pérdida de informacion importante. Otro sustrato para HRP es la
DAB (3,3’-diaminobencidina, C1,H14N4), que produce manchas de color café de menor
intensidad a las obtenidas con AEC y aunque la DAB es estable es venenosa y
potencialmente carcinogénica. Uno de los sustratos méas frecuentemente utilizados para la
AP es una mezcla de BCIP (sal p- toluidina de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) y NBT
(cloruro de nitroazul de tetrazolio), el cual forma manchas de color negro-azul intenso
(Savage y col., 1992). Debido a su alta estabilidad las manchas reveladas con BCIP/NBT

no desaparecen.

Dependiendo del proyecto de investigacion, las células pueden ser estimuladas in vitro o
directamente en placas de ELISPOT, pero debe tenerse en mente que las células cultivadas
y estimuladas fuera de las placas de ELISPOT necesitan ser transferidas a medio de cultivo

fresco para evitar tincion de fondo.

Existen dos formatos comerciales principales para el ensayo de ELISPOT: kits listos para
usar (ready-to-use RTU) desarrollados y optimizados y kits hagalo usted mismo (do-it-
yourself DIY) que incluye reactivos y placas de 96 pozos sin sensibilizar. Los kits RTU
pueden incluir placas de 96 pozos presensibilizadas y todos los reactivos necesarios para

correr el ensayo (Klencke y col., 2002).
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Analisis de resultados y conservacion de las membranas
En ELISA la concentracion de las moléculas en la muestra se obtiene midiendo la densidad
Optica del color de la solucion del sustrato que llena los pozos (Kemeny, 1997), mientras
que en ELISPOT la capacidad de secrecion de las células se mide contando manchas de
color en el fondo del pozo por medio de aparatos automatizados o con el uso de programas
digitales para conteos en las imé&genes capturadas de las membranas (Czerkinsky y col.,
1983; Sedwick y Holt, 1983;). Después de finalizado el experimento, las placas de 96
pozos tefiidas se convierten en informacion experimental importante y pueden requerir de
almacenamiento en un lugar seguro, es por ello que pueden sacarse de las placas, laminarse,
nombrarse y almacenarse en un album de fotografias. Este tratamiento no representa ningdn
dafio a las membranas y en caso de necesitarlo pueden reanalizarse por lectores de
ELISPOT (Kalyuzhny y Stark, 2001; Turner y col., 2004).

Aplicaciones
ElI ELISPOT presenta muchas ventajas técnicas y de sensibilidad sobre el ensayo de placa
hemolitica (Descotes, 2004), que comparado con la inmunofluorescencia y la citometria de
flujo, resulta en una técnica sencilla, rapida y de menor costo para detectar células
productoras de citocinas y/o anticuerpos (Karlsson y col., 2003; Janetzki, 2004). La técnica
de ELISPOT ha sido utilizada para estudios de diagndéstico e investigacion en la deteccién
de células productoras de interleucinas y anticuerpos en sangre, bazo y ganglio como
descripcidn de la respuesta inmunoldgica sistémica; en cultivos de cérnea para ensayos de
adherencia celular, asi como en tracto gastrointestinal (intestino delgado y grueso) y
pulmon como descripcion de la respuesta inmunoldgica mucosal en diferentes modelos
como el murino (Sedwick y Holt, 1983; Czerkinsky y col., 1984; Schielen y col., 1995;
Okamoto y col., 2000), aviar (Bianchi y col., 1990), dipteros (Janetzki y col., 2000),
hominidos (Makitalo y col., 2002) incluido el humano (Czerkinsky y col., 1984;
Czerkinsky y col., 1988; Barington y col., 1992; Ronnelid y Klareskog, 1997; Helms y col.,
2000; Kalyuzhny y Stark, 2001; Karlsson y col., 2003; Okamoto y col., 2004; Janetzi y
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col., 2004; Turner y col., 2004; Santos y col., 2008; Almeida y col., 2009; Afonso y col.,
2010), peces (Secombes y col., 1991; Xu y col., 2009) y porcino (Bianchi y col., 1990;
Nuntrapasert y col., 2004; Diaz y Mateu, 2005). Sin embargo, la técnica no ha sido aplicada
especificamente en el estudio del sistema inmunitario pulmonar porcino. El uso de la
técnica en el estudio de la respuesta inmunoldgica en mucosa respiratoria permitira
determinar las respuestas inducidas tras la vacunacion y desafio con antigenos especificos

relacionados con enfermedades respiratorias.
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JUSTIFICACION

La mucosa respiratoria representa un importante sitio de contacto con el medio ambiente, y
por ende, el estudio de la inmunologia de dicha estructura es de gran importancia. Hasta
noviembre del 2011 se han reportado mas de 21 millones de casos de enfermedades
relacionadas con las vias respiratorias en la poblacién mexicana solo en ese afio, afectando
principalmente a la poblacion infantil y a adultos mayores de 60 afios. Estas enfermedades
causan hasta el 18 % de muertes en nifilos menores de 5 afios. Los datos reflejan el impacto
e importancia de realizar estudios sobre la inmunidad en la mucosa respiratoria. Sin
embargo, existen limitaciones éticas para el estudio en humanos, por lo que deben
emplearse modelos animales, preferentemente distintos a los roedores, por las diferencias

anatomicas Y fisioldgicas que dificultan la extrapolacién de resultados.

La similitud funcional y anatémica del sistema inmunitario del cerdo con el humano,
permite utilizar a este animal como modelo experimental en pruebas, que determinen las
poblaciones de células productoras de anticuerpos en la mucosa respiratoria, con el fin de
evaluar la conformacion del tejido y el efecto de protocolos de vacunacion. La técnica de
ELISPOT es capaz de evaluar poblaciones celulares productoras de anticuerpos en sangre y
su empleo en otros tejidos es nuevo, no existiendo antecedentes en pulmén en el modelo

porcino.

HIPOTESIS
La deteccion AbPC-1gG y AbPC-IgA antigeno especificas en pulmén de cerdos puede

realizarse con la técnica estandarizada de ELISPOT.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Estandarizar la técnica de ELISPOT para la deteccion de AbPC-1gG y AbPC-IgA en

pulmén de minicerdos vietnamita.

Objetivos particulares

o Establecer las condiciones para la elaboracion de las placas de ELISPOT en el
laboratorio.
o Probar las placas elaboradas en el laboratorio para la deteccién de AbPC en sangre

de animales inmunizados.

o Comparar el método de conteo manual y el automatico bajo las condiciones de uso
de las placas de ELISPOT.

o Estandarizar la técnica de ELISPOT para la deteccion de AbPC-1gG y AbPC-1gA

en pulmon de cerdo.

DISENO EXPERIMENTAL

Se emple6 una camada de 8 animales divididos en 3 grupos: de acuerdo al antigeno usado
para la inmunizacion: animales inmunizados con OVA= ovoalblmina, con PBS=
amortiguador de fosfatos salino y sin inmunizar. Se sigui6 el protocolo de inmunizacion
mucosal probado en el laboratorio SC= subcutaneo, SC e IN= Intranasal (Gama y Garcia,
2011). Se desarrollaron dos cinéticas durante los 31 dias de experimentacion, una de AbPC
en sangre Yy otra de Ab en suero (tomando muestras 5 dias después de cada inmunizacion).
En las dos ultimas semanas (a partir del dia 31 al 40) se desarrollé el ELISPOT de punto
final en ganglio y pulmoén. Este ensayo se desarroll6 en tres dias subsecuentes: dia 1
extraccion de células y cultivo, dia 2 cosecha de células y sembrado en placas de ELISPOT

y dia 3 revelado por inmunoensayo enzimatico (figura 6).

26

——
| —



’ESTANDARIZACI(’)N DE LA TECNICA DE ELISPOT PARA LA DETECCION DE
CELULAS PRODUCTORAS DE ANTICUERPOS IgG E IgA EN TEJIDOS PORCINOS

Grupos Experimentales
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Figura 6. Disefio experimental. Se representan los pasos que se siguieron en la determinacion de las
condiciones 6ptimas para la deteccion por ELISPOT de AbPC en sangre como estudio longitudinal,
asi como en ganglio linfatico y pulmén como ensayo de punto final. Asi como la cuantificacion de
anticuerpos en suero y secreciones mucosales por la técnica de ELISA.




MATERIALES Y METODOS

Animales experimentales

Se emplearon 8 minicerdos vietnamita (Viethamese pot belly minipigs) libres de patdgenos
especificos (SPF) de tres meses de edad, 5 machos y 3 hembras de la Unidad de Produccién
y Experimentacion de Animales de Laboratorio del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (UPEAL-CINVESTAYV). Los animales se
alimentaron Unicamente con aproximadamente 800 g de LACTOCERDINA PT (Nestlé
Purina Pet Care Company) diariamente y agua ad libitum. Fueron aretados en la oreja
derecha (Aretes Rockink®) a las siete semanas de vida. Todos los procedimientos fueron
realizados siguiendo las normas aprobadas por el Comité Interno (CICUAL) y la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). La distribucién de grupos se realizé de acuerdo
a los resultados de la cuantificacion de anticuerpos IgG e IgA anti OVA séricos por ELISA:

a) Grupo OVA: cerdos machos 49, 50, 51 y cerda 46

b) Grupo PBS: cerdos machos 47 y 48.

c) Grupo sin inmunizar: cerdas 99 y 100 como reemplazo de cerdas para gestacion.

Protocolo de inmunizacion
Se inmunizaron los grupos OVA y PBS de acuerdo al protocolo SC/SC/IN empleado en el
laboratorio. En las inmunizaciones subcutaneas se administré una dosis de 1 mg/kg de
antigeno (ovoalbumina) o PBS, en la base de la oreja izquierda. La ovoalbdmina (albumin
chicken egg white Sigma 9006-59-1) al igual que el PBS se mezclaron en relacién 1:1 con
Adyuvante Completo de Freund (Sigma, CAS 9007-81-2) para la primera inmunizacion.
Siete dias después, para la segunda inmunizacion, la dosis se elaboré con Adyuvante
Incompleto de Freund (Sigma 026K8902) en la misma relacion. Quince dias después se
aplico la inmunizacion intranasal, administrando una dosis de 2 mg/kg de ovoalbimina sin

adyuvante solamente al grupo OVA.
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ELISA cuantitativo de suero y secreciones mucosales

Muestreos de mucosas y suero
Para la cuantificacion de IgG e IgA en suero como en secrecion nasal y saliva, se empleo la
técnica de ELISA cuantitativo. Todos los animales fueron muestreados cada siete dias
durante siete semanas (las Ultimas dos semanas correspondieron a las fechas de sacrificio),
iniciando con el primer muestreo de saliva y secrecion nasal un dia antes de la primera
inmunizacion, empleando hisopos convencionales de doble punta de algodon. Los hisopos
hamedos se centrifugaron a 15000 xg en micro tubos de 1.5 mL (Centrifuga Eppendorf®
modelo 5424 para 24 tubos) y el liquido obtenido se mezcl6 con un coctel de inhibidores de
proteasas TPCK (N-p-Tosyl-L- phenylalanine chloromethyl ketone, SIGMA), TLCK (Na-
Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone hydrochloride, SIGMA) y PMSF
(Phenylmethanesulfonyl fluoride, SIGMA, preparado en relacion 1:1:1, a partir de una
solucién madre de 5 mg/mL, 2.5 mg/mL y 17.4 mg/mL respectivamente y se empled en una
relacién 1:20 (inh/mtra). Una vez adicionados los inhibidores, se almacend la muestra a -20

°C hasta su uso.

La muestra de sangre para suero fue obtenida por puncion de la vena cava craneal por tubo
de vidrio con vacio (BD Vacutainer® serum 10 mL), con aguja 21 G x 17 (BD
Vacutainer® Precision Glide multiple sample needle). La sangre se incubd 2 horas
aproximadamente a 37 °C (Incubadora Precision® Economic model 2EG) y centrifugo a
550 xg (Centrifuga Jouan® Serie: 39612183). El suero se guardo en alicuotas de 750 uL a

-20 °C hasta el momento de su uso.
Para monitorear que el protocolo de inmunizacion con OVA estaba generando respuesta

humoral en los animales a nivel sistémico y de mucosas, se cuantificaron los anticuerpos

especificos de antigeno en suero, saliva y secrecion nasal por ELISA.
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Para la técnica de ELISA se usaron placas de poliestireno de 96 pozos de fondo en forma
de U (Costar®, Corning Incorpoated Corning, NY) (figura 7). La metodologia seguida fue
la misma que la descrita en trabajos anteriores para la cuantificacion de 1gG e IgA
especificas de antigeno en suero y secreciones mucosales dentro del laboratorio (Gama 'y
Garcia, 2011; Salinas, 2011).
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Figura 7. Disefio de placa para ELISA cuantitativo. Se muestra la distribucion de los pozos testigo del
estandar (naranja) y del antigeno (lila), la curva estandar (verde) desde A12 hasta H12 en concentracion
descendente, las muestras problema (azul) y sus diluciones (beige) dentro de la placa de ELISA
cuantitativa para IgG e IgA.

Preparacion de placas de ELISPOT
Debido al alto costo de las placas comerciales para ELISPOT, se decidi6 acondicionar
placas de 96 pozos con membranas de nitrocelulosa para el desarrollo y estandarizacion de
la técnica de ELISPOT. Para ello se usaron placas de 96 pozos de fondo plano de
poliestireno Costar®, que fueron recubiertas con membranas de nitrocelulosa (Hybond® -c
extra; supported nitrocellulose membrane, Amersham®). Las membranas, recortadas con
una perforadora convencional, median 0.6 cm de didmetro, lo cual les brind6 un buen ajuste

al colocarlas con pinzas dentro de los pozos.
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Una vez elaboradas, las placas se esterilizaron por microondas en un horno SHARP
Carousel® con 5 ciclos de 4 minutos, a una potencia de 5.0 (60 W) e intervalos de reposo
de 10 minutos entre cada ciclo, en lotes de 4 a 5 placas envueltas en bolsas plésticas. Para la
prueba de esterilidad se escogid una placa al azar y se agregaron 150 puL de medio

completo en diferentes pozos, se incubo a 37 °C por 4 dias en atmdésfera de CO, al 5 %.

Cinética de deteccion de AbPC-1gG y AbPC-IgA en sangre por ELISPOT

Dias de sangrados para cinética en sangre por ELISPOT
Durante 30 dias se desarroll6 una cinética en sangre para la deteccion de AbPC-1gG y
ADbPC-IgA por ELISPOT, todos los grupos fueron sangrados cinco dias después de cada
inmunizacion como se muestra en la figura 6. Existié una cuarta fecha de sangrados,
unicamente para los grupos OVA'y PBS que coincidio con el dia de sacrificio para cada

cerdo.

Sangrados
La muestra de sangre completa se obtuvo por vena cava craneal con tubo Vacutainer®
heparinizado (BD Vacutainer® sodium heparin 10 mL) y aguja 21G x 1” Vacutainer®. Las

muestras se mantuvieron en hielo hasta el momento de su tratamiento.

Técnica de ELISPOT para deteccion de AbPC-1gG en sangre
Por las caracteristicas de la técnica de ELSIPOT se requirieron tres dias consecutivos para

su desarrollo:

®  Dija uno. Obtencién de células

Gradiente de Ficoll

Para obtener células mononucleares se diluyeron 20 mL de sangre heparinizada en 20 mL

de PBS, estos 40 mL se vertieron sobre 8 mL de Histopaque (Sigma-Aldrich Histopaque®
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1077) estéril en tubos conicos esteriles de 50mL. Se centrifugd a 560 xg/30 mina 25 °Cy

se obtuvo la interfase, la cual se centrifugd a 450 xg/10 min. La pastilla se resuspendié en 7
mL de amortiguador de lisis de eritrocitos (APENDICE) durante 10 min, posteriormente se
Ilevd con PBS esteril a un volumen final de 30 mL y se centrifugd a 350 xg/10 min. La
pastilla se resuspendio en 30 mL de PBS, centrifugandose despues a 350 xg/10 min para
eliminar restos del amortiguador de lisis.

Células adherentes

Las células se resuspendieron en 10 mL de medio completo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) y
se vertieron en cajas Petri estériles, dejandolas incubando durante 1 hora a 37 °C en
atmosfera de CO; al 5 %, con la finalidad de remover células adherentes.

Conteo celular
Las células no adherentes se extrajeron de la caja Petri y se centrifugaron a 350 xg/10 min,
la pastilla se resuspendid en 4 mL de medio completo RPMI 1640; a partir de esta
suspension celular se prepard una dilucion 1/20 (cél/PBS) con PBS no estéril, de esta
dilucion se tomaron10 pL y se mezclaron con 10 pL de Azul de Tripan (Trypan Blue Stain
0.4 % Gibco 15250), esta mezcla se colocd en una laminilla para ser analizada por un
contador digital (Countess automated cell counter de Invitrogen®).

Cultivo celular
Se ajustd el nimero de células para cultivar 20x10° cél en 6 mL de medio completo RPMI
1640, en placas de cultivo de 6 pozos (Costar 3506). Se evaluaron tres condiciones: pozo
sin estimulo (s/e), pozo con Concanavalin A 10 pug/mL (ConA) y pozo con ovoalblmina 1
mg/mL (OVA) (Joling y col., 1993; Maloy y col., 1994). El cultivo se incubé durante 20
horas a 37 °C y 5 % de CO, (figura 8).
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20x10°cel/ pozo

Figura 8. Disefio de placa para cultivo celular de 20 horas. s/e (sin estimular) o
testigo negativo en amarillo, ConA (concanavalina A) o testigo positivo en rojo y OVA
(ovoalbumina) en azul.

Sensibilizacién de placas ELISPOT con OVA
La sensibilizacion de los pozos con antigeno OVA permiti6 la deteccién por ELISPOT de

ADbPC especificas de antigeno. Para ello, se prepar6 una solucién de OVA de 20 pg/mL en
amortiguador de carbonatos estéril pH 9.6. La membrana de nitrocelulosa como fase sélida,
aumento la sensibilidad de deteccién de moléculas con bajo peso molecular sin generar
fondos por union inespecifica (Sedwick y Czerkinsky, 1992; Israf y col, 2004). De esta
solucion se adicionaron 100 pL por pozo, de acuerdo al disefio de placa para la técnica de
ELISPOT (figura 9y 11). La placa se dejé a 4 °C durante toda la noche.
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Dia dos. Cosecha y sembrado de células

Sensibilizacion de placas ELISPOT con anticuerpo de captura

La sensibilizacion de los pozos con anticuerpo de captura permitio la deteccidn por
ELISPOT de AbPC totales. Para ello, se prepard una dilucion 1/100 de anticuerpo de
captura IgG (goat anti pig 1gG-Fc A-100-104A-11 Bethyl Laboratories Inc.) en
amortiguador de carbonatos estéril pH 9.6, de la cual se afiadieron 100 pL por pozo, como
indica el disefio de placa en la figura 9. La placa se dej6 a 25 °C por 2 horas.

Lavados vy blogueo de placas ELISPOT

Las placas se lavaron tres veces con 200 puL de PBS-T 0.05 % estéril y posteriormente se

realizaron tres lavados mas con 200 pL de PBS estéril. Para bloquear se adicionaron 200

pL de medio completo RPMI 1640, dejando reposar a 25 °C durante 2 horas como minimo.
Cosecha y conteo de células cultivadas

Después de las 20 horas de cultivo, se obtuvieron las células y se centrifugaron a 350 xg/10
min, la pastilla se resuspendio en 2 mL de medio completo RPMI 1640. El conteo se
realiz6 como ya se indicé.

Sembrado de células en placas ELISPOT

De acuerdo a los resultados del conteo, se ajusto el volumen de la suspension celular de tal
manera que se afiadan 400 000 células por pozo segun el disefio de placa (figura 9). Las

placas se incubaron durante 16 horas a 37 °C y 5 % CO,.

m  Dia tres. Revelado de ELISPOT

Proceso de revelado para IgG (técnica sin Ab secundario) (figura 10)

Las placas se sacaron de la incubadora y se lavo cada pozo cuatro veces con 200 pL de
agua destilada fria, después se lavaron dos veces con 200 pL de PBS-T 0.05 % no estéril.
Se elimino el exceso de liquido dentro de los pozos. Se prepard una dilucion 1/10 000 del
anticuerpo 1gG-HRP (Goat anti-Pig IgG HRP Lote: A100-104P-23 Bethyl® Bethyl
Laboratories Inc. EUA) en PBS-T BSA 1 % y se adicionaron 100 pL por pozo, segun el
disefio de placa (figura 9) y se incubo por 2 horas a 25 °C. Se lavaron los pozos seis veces
con 200 pL de PBS-T 0.05 %.
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Se secaron las placas sacudiéndolas sobre toallas absorbentes y se adicionaron 50 pL de
diaminobencidina (Sigma Fast® 3,3-diamnobenzidine tablet sets. Peroxidase substrate)
preparada en agua Milli-Q. Se monitoreo la formacion de manchas con una lente de
aumento. Para detener la reaccion se afiadieron 200 uL de agua destilada no estéril por
pozo, posteriormente se hizo un segundo lavado con la misma cantidad de agua destilada.
Se elimind el exceso de agua y las placas se dejaron secar a 37 °C toda la noche.

Captura de imégenes y conteo de manchas

Se sacaron las membranas secas, con pinzas convencionales y se pegaron a una plantilla'y
se tomaron fotografias de cada membrana con la cdmara digital del microscopio
estereoscopico Leica® ez4d. Las imagenes se recortaron siguiendo la forma circular de la
membrana y las manchas se contaron manualmente utilizando el software Image J®
(Windows Desarrollado por: Java Image®). Se realizaron comparaciones entre el conteo
manual y automatico.

Tratamiento de resultados y Estadistica

Ya que las técnicas de revelado requieren el uso de pozos testigo para descartar respuestas
inespecificas de los anticuerpos utilizados, a los conteos obtenidos en los pozos “con todo”,
es decir, con la adicion de todos los reactivos necesarios para el revelado de manchas

(figura 9) se les resto el promedio de los conteos obtenidos de sus pozos testigo.

Tomando en cuenta el nimero de células sembradas por pozo en las placas de ELISPOT los
valores obtenidos se ajustaron para ser reportados como: el nimero de células formadoras
de manchas por cada 100 000 células sembradas en el pozo (CFM /100 000 cél). Estos
valores se expresaron como el promedio de las membranas de los grupos experimentales (4
animales -grupo OVA-, 2 animales -grupo PBS- y 2 animales -grupo sin estimular-) + el
error estandar de la media. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron

por la prueba paramétrica de t de Student.
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Figura 9. Disefio de placa para la deteccion de AbPC-IgG totales y antiOVA por ELISPOT.
Con la técnica de revelado sin Ab secundario se pueden procesar tres muestras por placa (zonas
delimitadas por rectangulos de aristas marrones). Las AbPC-1gG totales se detectan con un
anticuerpo de captura anti 1gG (pozos amarillos) y las AbPC-IgG antiOVA, con antigeno (pozos
verdes). (figura 10). El pozo testigo sin sensibilizar no contiene Ab de captura o antigeno OVA. El
testigo S/HRP no contiene Ab conjugado con HRP.
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Figura 10. Representacion esquematica del revelado de ELISPOT sin Ab secundario para la
deteccion de AbPC-IgG totales y antiOVA. Para la deteccion de AbPC-1gG antiOVA, el pozo se
sensibiliza con OVA (proteina verde), se adicionan las células (células rojas) las cuales producen y
liberan 1gG (anticuerpo rojo), que es detectado por el anticuerpo conjugado con HRP (complejo
gris). Para el revelado se adiciona diaminobenzidina, como sustrato, con perdxido de hidrogeno
(molécula). La Gnica diferencia que existe para la deteccién de AbPC-1gG totales es que el pozo se
sensibiliza con anticuerpo de captura (anticuerpo naranja) anti IgG

Técnica de ELISPOT para deteccion de AbPC-IgA en sangre
Se sigui6é la misma metodologia descrita para IgG en el Dia uno y el Dia dos, excepto la
sensibilizacion de placas ELISPOT con anticuerpo de captura.

Sensibilizacion de placas ELISPOT con anticuerpo de captura

Se prepar6 una dilucién 1/100 de anticuerpo de captura IgA (goat anti pig IgA affinity
purified A-100-102A Bethyl Laboratories Inc.) en amortiguador de carbonatos estéril pH
9.6, de la cual se afadieron 100 pL por pozo, como indica el disefio de placa en la figura

11. La placa se dej6 a 25 °C por 2 horas.

®  Diatres. Revelado de ELISPOT
Proceso de revelado IgA (técnica con Ab secundario) (figura 12)

En experimentos previos dentro del laboratorio, se determiné el uso de anticuerpo

secundario para lograr una mayor sensibilidad y mejor deteccion de IgA en suero y
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mucosas por medio del ELISA, ya que el ELISPOT emplea el mismo fundamento se

decidid utilizar este mismo metodo usando el anticuerpo secundario.

Las placas se sacaron de la incubadora y se lavé cada pozo como se describe para el
revelado de IgG. Se elimind el exceso de liquido dentro de los pozos. Se prepar6 una
dilucion 1/250 del anticuerpo Ig4 mouse a-pig (MCA638 Lote: 010710 Serotec EUA) en
PBS-T BSA 1 % y se adicionaron 100 pL por pozo, segun el disefio de placa (figura 11) y
se incubo por 2 horas a 25 °C. Se lavaron los pozos seis veces con 200 pL de PBS-T 0.05
%. Se elaboro6 una dilucion 1/2500 del anticuerpo biotinilado goat anti-murine 1gG
(Invitrogen™ Molecular Probes™ 567269 EUA) en PBS-T BSA 1 % y se adicionaron 100
KL por pozo (figura 11) y se incub6 por 2 horas a 25 °C. Después se lavaron los pozos con
PBS-T 0.05 % como se menciono anteriormente. Se prepard una dilucién 1/1000 de
estreptavidina conjugada con HRP (Zymed® 43-8323 EUA) en PBS-T BSA 1% y se
agregaron 100 pL por pozo acorde al disefio de placa (figura 11), dejandose incubar 1 hora
a25°C.

A partir de la adicion de diaminobencidina hasta el andlisis estadistico de los resultados, la

metodologia es igual a la descrita para la deteccion de AbPC-IgG.
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Figura 11. Disefio de placa para la deteccion de AbPC-IgA totales y antiOVA por ELISPOT.
La técnica de revelado con Ab secundario (biotinilado) permite procesar dos muestras por placa
(zonas delimitadas por rectangulos de aristas marrones). Las AbPC-IgA totales se detectan con un
anticuerpo de captura anti IgA (pozos amarillos) y las AbPC-IgA antiOVA, con antigeno (pozos
verdes) (figura 12). El testigo sin sensibilizar no contiene Ab de captura o antigeno OVA.
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Figura 12. Representacion esquematica del revelado de ELISPOT con Ab secundario para la
deteccion de AbPC-IgA totales y antiOVA. Para la deteccién de AbPC-IgA antiOVA, el pozo se
sensibiliza con OVA (proteina verde), se adicionan las células (células rojas) que producen y liberan
IgA (anticuerpo rojo), detectada por el anticuerpo primario o Ab algA (anticuerpo café), después se
adiciona el anticuerpo biotinilado o Ab biot (complejo azul) que se une al anticuerpo primario.
Finalmente la biotina se une por afinidad estructural al complejo estreptavidina-HRP o ST-HRP
(complejo gris). Para el revelado se adiciona diaminobenzidina, como sustrato, con peréxido de
hidrogeno (molécula). La Unica diferencia que existe para la deteccion de AbPC-IgA totales, es que el
pozo se sensibiliza con anticuerpo de captura (anticuerpo naranja) anti IgA.

Estandarizacion de la técnica de ELISPOT para la deteccion de AbPC-IgG y
AbPC-IgA totales y especificas en pulmoén
Una vez montada la técnica de ELISPOT para detectar AbPC-1gG y AbPC-IgA en sangre,

se decidio probarla en ganglio y pulmon.

Distribucion de los sacrificios
Los animales correspondientes a los grupos OVA y PBS, se sacrificaron a lo largo de dos

semanas. En cada dia se obtuvieron muestras mucosales y sanguineas.

Los animales fueron pesados y muestreados de mucosa nasal, posteriormente se les
administro 1 mL Sural® (Azaperona. SAGARPA Q-0895-021 Chinoin®) por cada 20 kg

de peso, via intramuscular y tras 20 minutos, se les administro via intravenosa Zoletil®
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(Zolazepam. SAGARPA Q-0042-058 0 306 Virbac®, respectivamente) en una dosis 2.8
mg/Kg de peso. Después se tomaron muestras de saliva y de sangre para ELISPOT.

Una vez muestreados, los animales se aseguraron de las patas traseras y se colgaron para
lavarlos con jabon, después se secaron y sanitizaron con solucion de yodo (tintura de yodo

Tupzol® N-2264-G). Se sacrificaron por desangramiento, cortando las venas yugulares.

Obtencidn y procesamiento de 6rganos

Se obtuvieron, en condiciones de esterilidad, los pulmones completos, trdquea y corazon
(ligando la parte superior de la traquea, venas y arterias subclavias y carotidas, asi como la
vena cava), y ganglios linfaticos (cervicales, axilares, mandibulares y peritraqueales). El

procesamiento de dichos 6rganos se realizé con material esteril.

Pulmén
= Diauno
Lavado
Se realizé el lavado de los pulmones pasando 1 L de solucion salina fisiologica (SSF) por
medio de un catéter I.V. 18 G x 1” (Punzocat®) a través de la vena pulmonar y haciendo
una incision en el ventriculo izquierdo del corazon, con la finalidad de remover la mayor
cantidad de sangre del tejido.

Obtencidn del parénquima pulmonar

Se hizo un pool de los diferentes 16bulos pulmonares (craneal, medio y caudal), a los cuales
se les retird el arbol bronquial, procurando no generar moco. Después se macero el tejido,
cortandolo con tijeras en pequefios trozos.

Digestion con colagenasa

Por cada gramo de tejido se adicion6 1.5 mL de colagenasa IV 150 U/mL (Collagenase
type 4 Wortington® Lote: 4189 EUA) preparada en medio incompleto RPMI 1640,
dejandose en agitacion durante 2 horas a 37 °C. Posteriormente se filtr6 con organza estéril
y la suspension se centrifugd a 350 xg/10 min; la pastilla se resuspendio en 30 mL de PBS

estéril y se centrifugd nuevamente a 350 xg/10 min. Después se lisaron los eritrocitos y a
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partir de este punto se sigue la metodologia descrita en Desarrollo de ELISPOT en
sangre, Dia uno, Dia dos y Dia tres.
Conteo de manchas

Como se observa mas adelante (ver resultados), ya que las manchas obtenidas en la
deteccion de AbPC-IgA totales y especificas presentaron confluencia (imagen 32)
dificultando el conteo. Se decidi6 usar un conteo estimado mediante el uso de funciones de
area, en el cual se determind el nimero de manchas en un &rea pequefia (determinada por la
funcién del programa Image J) de toda la membrana y se refirié proporcionalmente al area
total (determinada por la funcion del programa Image J). Este conteo denominado como
“conteo estimado” se ensayd y compar6 con el método de conteo manual en membranas
correspondientes a la deteccion de AbPC-IgA de sangre para determinar si las respuestas
obtenidas presentaban diferencia significativa (figura 33). Una vez determinado que las
respuestas entre métodos de conteo fueron iguales se aplico en la estandarizacion de
ELISPOT para detectar AbPC-IgA de pulmon.

Ganglio linfatico
= Diauno
Limpieza
Se utilizaron los ganglios ubicados en la zona de inmunizacion. Con pinzas estériles se
removio el tejido adiposo que los recubria y se maceraron de igual forma que el
paréngquima pulmonar.

Digestion con colagenasa

Se siguid la misma metodologia descrita para pulmon.
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ESTANDARIZACION DE CONDICIONES EN ELISPOT PARA LA DETECCION
DE AbPC-1gA EN PULMON

Debido a que los valores de AbPC-IgA en pulmdn se obtuvieron por conteo estimado (ver
resultados figuras 32 y 34), se decidi6 usar otro animal para probar diferentes condiciones y
determinar si las condiciones probadas mejoraban la apariencia y definicion de las manchas

para el conteo manual.

Grupo Experimental

Obtencion de
Pulmon

Digestion
enzimatica

ELISPOT Células ELISPOT
Cultivo adherentes sin Cultivo

Variables:
*Mimero de células
*Técnica de revelado

Figura 13. Disefio experimental para las pruebas de estandarizacién de ELISPOT en la
deteccién de AbPC-IgA en pulmén. Se observa la metodologia general para la determinacion de
condiciones para la deteccion y cuantificacion de AbPC-IgA en pulmén de cerdo (nimero de células
por pozo, técnicas de revelado y evaluacion de la influencia del cultivo celular).
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Se us6 un animal inmunizado por protocolo mucosal (SC, SC e IN) con OVA y adyuvante

oleoso. Las pruebas a realizar consistieron en células obtenidas de pulmén llevadas a
cultivo de 20 horas, antes descrito, y células sin cultivar. Ambas poblaciones se probaron
bajo dos diferentes variables: la comparacion de la respuesta al utilizar dos nimeros de
poblaciones celulares (200 000 y 400 000 cél/pozo) y comparacion de la técnica de
revelado en IgA (técnica con anticuerpo secundario y la técnica de revelado sin anticuerpo

secundario).

Proceso de revelado IgA con Ab secundario (figura 12)

Misma metodologia que en el apartado de proceso de revelado IgA con Ab secundario.

Proceso de revelado IgA sin Ab secundario (figura 10)
Misma metodologia que en el apartado de proceso de revelado IgG sin Ab secundario
excepto el uso de anticuerpo IgA conjugado con enzima HRP. Se prepar6 una dilucién 1/10
000 de anticuerpo IgA-HRP (Goat anti-Pig IgA HRP conjugated Lote: A100-102P-22
Bethyl®) en PBS-T BSA 1 %, de la cual se agregaron 100 pL por pozo y se incubd 2 horas
a25°C.

El proceso de revelado fue el mismo que el descrito previamente.
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SEMIPURIFICACION DE CELULAS POR GRADIENTE DE PERCOLL

AUn con las determinaciones obtenidas por las pruebas piloto, no se mejoré la definicién de
manchas en pulmon, por lo que se decidié utilizar células semipurificadas por un método de

gradiente discontinuo de densidad, como el Percoll

Grupos
Experimentales

44% de Percoll

. Células de interfase
. 67% de Percoll

. Pastilla

=

s/inmunizar
n=2

Obtencion de i i Células
Pulmon adherentes

Gradiente de
Percoll

Placas
ELISPOT

Revelado

t student

Figura 14. Disefio experimental para la semipurificacién de células de pulmén con Percoll.
Se observa la metodologia general para la determinacion del efecto de la semipurificacion de las
células obtenidas de pulmén con Percaoll.
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Se uso6 un animal no inmunizado. La prueba consistio en tratar células obtenidas de pulmon,
con un gradiente de densidad discontinuo (Percoll) y hacer una comparacion con células sin
este tratamiento. Probado con 400 000 cél/pozo y técnica de revelado sin anticuerpo

secundario.

Después de los lavados con el amortiguador de lisis de eritrocitos, la pastilla se resuspendio
en 10 mL de Percoll al 44 %v/v en PBS estéril, y se vertio sin mezclar sobre una cama de
10 mL de Percoll al 67 %v/v en PBS estéril. Se centrifugd a 201 xg/30 min a 25 °C. Se
colectaron las células de la interfase y se lavaron dos veces con medio completo RPMI
1640 estéril centrifugando a 140 xg/5 min.

El resto de la metodologia se siguié como la descrita previamente. Se utilizé la técnica de
revelado sin Ab secundario para la deteccién de AbPC-IgG y AbPC-IgA.

RESULTADOS

Monitoreo del protocolo de inmunizacion mediante la cuantificacion de 1gG e
IgA en suero y secreciones mucosales por ELISA
Para determinar que el protocolo de inmunizacion gener6 respuesta humoral a nivel
sistémico en los animales, se cuantificaron anticuerpos en suero por ELISA (IgG: pg/mL,
IgA: ng/mL). Los resultados se presentan en una cinética de concentracién de 1gG antiOVA
(figura 15 A) y de IgA antiOVA (figura 15 B).

Aunque en ambos casos los valores aumentan en respuesta a la segunda inmunizacion, los

comportamientos no se mantienen parecidos en funcion del tiempo en comparacion de

ambos isotipos.
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Figura 15. Monitoreo del protocolo de inmunizacion por cuantificacion de anticuerpos séricos
19G e IgA antiOVA mediante ELISA cuantitativo. Los valores netos son los promedios de los
animales inmunizados menos el valor de los animales no inmunizados de IgG sérica (A) e IgA sérica
(B) por ELISA £EEM (error estandar de la media).

Para confirmar que el protocolo genero respuesta humoral en secreciones mucosales, se
cuantifico la IgG e IgA especificas de antigeno en secrecion nasal y saliva por ELISA. Las
curvas muestran la respuesta antiOVA (figura 16 A y B), donde la cantidad de 1gG es
ligeramente mayor que la de IgA, aunque este isotipo se considera preferentemente de
mucosas (Vega-Ldpez y col., 2012).

Se corrobor6 que el protocolo de inmunizacién gener6 respuesta humoral especifica de

antigeno a nivel sistémico y mucosal, detectable por ELISA cuantitativa.
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Figura 16. Monitoreo del protocolo de inmunizacion por cuantificacion de anticuerpos en
secrecién nasal y saliva 1gG e IgA antiOVA mediante ELISA cuantitativo. Los valores netos son
los promedios de los animales inmunizados menos el valor de los animales no inmunizados de 19gG
(curva morada) e IgA (curva verde) en secrecion nasal (A) y saliva (B) por ELISA. Los resultados se
presentan como el promedio de los valores netos de 4 animales +EEM (error estandar de la media).

Condiciones para la elaboracion de las placas de ELISPOT
Las placas comerciales para ELISPOT estan especialmente disefiadas para el uso de
lectores automatizados y kits comerciales RTU cuyo uso y adquisicion resultan costosos
(Klencke y col., 2002). Tomando en cuenta que la estandarizacion de la técnica requeria de

ensayos en diferentes condiciones, se opto6 por utilizar placas elaboradas en el laboratorio.

Como el uso de autoclave no era viable por el tipo de material de las placas y la radiacion
ultravioleta es potencialmente riesgosa, se optd por la radiacion por microondas. Las
condiciones de esterilizacion como nimero de ciclos de radiacién, potencia e intervalos de
reposo ya habian sido probadas en ensayos anteriores (tabla 1). Bajo estas condiciones el
proceso fue eficiente para lotes de 4 a 5 placas, aunque a mayores tiempos de exposicion o
con ciclos continuos las placas se fundian por el calor generado. Por ello se utilizé una base
horizontal de tres placas reutilizadas para sostener el lote y con esto se evitaba que las

placas se fundieran.
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Posteriormente los lotes de placas se pasaron por una prueba de esterilizacion con medio
completo RPMI 1640, resultando éstas negativas a crecimiento bacteriano confirmando la

efectividad del método de esterilizacion.

Tabla 1. Condiciones establecidas para la elaboracién y esterilizacion de las placas
de ELISPOT desarrolladas en el laboratorio

Placas poliestireno Costar® fondo plano

: Nitrocelulosa 45micron
Material adsorbente

Hybond
Diametro de membranas 0.6cm aprox.
Esterilizacion Radiacién por microondas
No. de ciclos 5 de 60 Watts (p5)

4 min con intervalos de reposo

Tiempo por ciclo :
de 10 min

Prueba de esterilidad Medio de cultivo 4 dias a 37°C

Prueba de placas elaboradas por cinética de ELISPOT para la deteccion AbPC
en sangre de animales inmunizados
Se realizaron los cuatro ensayos de la cinética de deteccion de AbPC en sangre por
ELISPOT para probar la funcionalidad de las placas elaboradas y aplicarlas posteriormente

en el desarrollo de ELISPOT en ganglio y pulmén (figura 6).

Las celulas mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas del gradiente de Ficoll
fueron estimuladas in vitro mediante un cultivo de 20 horas para evaluar si la técnica de
ELISPOT podia detectar el efecto de los estimulos sobre las células. Previo a la cosecha,

los cultivos celulares se monitorearon y se determind que no estaban contaminados. En la
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figura 17 se muestran las caracteristicas de estos cultivos y las formaciones clasicas de

rosetas bajo el efecto del estimulo con ConA y OVA.

Estimulos

sle ConA OVA

100X 100X 100X

Figura 17. Fotografias representativas de cultivos celulares de 20 horas de PBMC con diferentes
estimulos. Sin estimular (s/e), concanavalina A (ConA) y ovoalbimina (OVA) (Capturadas con
microscopio invertido Zeiss ® Axiovert 25).

Transcurrido el tiempo de cultivo las células se contaron y se determin6 su viabilidad. Las
células se sembraron en las placas de ELISPOT para su incubacién y posterior revelado
para la deteccién de AbPC-IgG usando técnica de revelado sin anticuerpo secundario
(figuras 9 y 10) y de AbPC-IgA usando técnica de revelado con anticuerpo secundario
(figuras 11y 12).

Deteccion de AbPC- IgG en sangre de animales inmunizados
Las membranas representativas de la deteccion de AbPC-IgG en sangre (técnica de
revelado y estimulo en el cultivo) se muestran en la figura 18, tanto de los pozos testigo

como de los pozos con todo.
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Figura 18. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccién de AbPC-
1gG en sangre de cerdos inmunizados con OVA. Son evidentes las diferencias para las respuestas
entre los pozos testigo, pozos no sensibilizados con OVA o con Ab de captura segun el disefio de
placa (figura 9) (sin Ag), pozos sin la adicion de Ab a-pig 1gG-HRP (sin-HRP), pozos sin
suspension celular (sin células); en comparacion con la respuesta en las membranas con adicion de
todos los reactivos necesarios para el revelado y obtencién de manchas (Todo).

Deteccion de AbPC-IgA en sangre de animales inmunizados
Las membranas de la deteccion de AbPC-IgA con anticuerpo secundario (técnica de

revelado y estimulo en el cultivo) se muestran en la figura 19.

En la técnica de revelado con anticuerpo secundario se observaron respuestas inespecificas
en los pozos testigo sin la adicion de anticuerpo primario (figura 19). Las cuales debieron
ser restadas posteriormente a los valores obtenidos en los pozos con todo y no se
promediaron con los valores obtenidos de los otros pozos testigo (con valores de

practicamente cero).
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ConA
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Figura 19. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccion de AbPC-1gA en
sangre de cerdos inmunizados con OVA. Como en el caso de 1gG, se observan diferencias importantes
para las respuestas entre 10s pozos testigo, pozos no sensibilizados con OVA o con Ab de captura (sin
Ag) segun el disefio de placa (figura 11), pozos sin la adicién de Ab primario a-pig IgA (sin Ab 1°),
pozos sin Ab secundario (biotinilado) goat antimurine (sin Ab secundario) y pozos sin la adicion del
complejo estreptavidina-HRP (sin ST-HRP), pozos sin suspensidon celular (sin células); en comparacién
con la respuesta en las membranas con adicion de todos los reactivos necesarios para el revelado y
obtencién de manchas (Todo).

Comparacién del método de conteo manual y el automatico bajo las

condiciones de uso de las placas de ELISPOT
Una vez obtenidas las imagenes del primer punto de la cinética en sangre por ELISPOT,
fue necesario comparar entre dos métodos de conteo: manual (figura 20 A) que permite al
operador usar su criterio para realizar el conteo de manchas y el automatico (figura 20 B)
que consiste en establecer parametros como tamario, resolucion de imagen, distancia entre
manchas (Distancia de 1-5 pixeles entre manchas, resolucion de imagen en 8 bits, unidades
ajustadas en um, color binario, circularidad 0-1 y tamafio entre 1-100) para que el programa
Image J ® realice el conteo. El conteo automatico generd resultados mas dispersos en la

mayoria de las membranas con respecto al método manual. Como se observa en la figura 20
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B el programa tomo en cuenta marcas producidas por la manipulacion de las membranas
delimitando extensiones de area inespecificas e ignoré manchas propias de la respuesta por
ADbPC.

A B

Counter Window - A4.jpg (75%)
115001 GB, SME

Figura 20 . Métodos de conteo de manchas en membranas reveladas de ELISPOT mediante el uso
de Image J®. El software utilizado permite el conteo de particulas en una imagen capturada y editada.
De ahi la importancia del cuidado de la membrana al ser trabajada, tanto en el conteo denominado
manual (A) como el uso del conteo automatico (B).

La comparacion entre ambos métodos de conteo se muestra en la figura 21 donde se
observan los resultados de los valores obtenidos del promedio de tres repeticiones para cada
una de las condiciones en los pozos testigo y los pozos con todo en los animales del grupo
OVA.
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Figura 21. Comparacion estadistica entre técnicas de conteo manual y automatico en
membranas de pozos testigo y con todo. El grafico muestra que los valores promedio obtenidos
de los conteos del nimero de CFM por cada 100 000 cél presentan diferencia entre ambos métodos
de conteo. El conteo manual presenta menores desviaciones que el método automatico para las
membranas de pozos testigo y con todo.

Para determinar la variacion del método manual, se evaluaron las desviaciones estandar de
los conteos por triplicado en cada membrana para todos los animales. Los resultados se
muestran en la tabla 2, donde se compararon los valores de los pozos testigo y con todo.
Las desviaciones fueron bajas y parecen estar en una relacion proporcional a la cantidad de

manchas contadas por membrana. Estos valores mostrados en la tabla 2 son representativos
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de todos los conteos para la cinética en sangre en la deteccion tanto de AbPC-IgG como de
AbPC-IgA.

Tabla 2. VValores y desviaciones obtenidos en repeticiones de conteo manual en membranas
de pozos testigo y con todo en ELISPOT para la deteccion de AbPC en sangre de cerdos

inmunizados
No. de . No. de .
Desviacion Desviacion
o | manchas/ . o | manchas/ .
i) estandar 3 estandar
2 | membrana S | membrana
@ -
o n
o (@)
~ N
o o
o o

Una vez establecido que la técnica detecté AbPC-1gG y AbPC-IgA en sangre y que el
conteo debid realizarse manualmente, se probo que la técnica detectara AbPC durante el
protocolo de inmunizacion mediante cinéticas, comparando el efecto de los estimulos en el

cultivo de Ig totales y antiOVA.

Deteccion del nimero de AbPC-1gG en sangre por la técnica de ELISPOT en
grupo de cerdos inmunizados con OVA
Las AbPC-IgG totales (figura 22 A) muestran diferencias significativas entre las células
estimuladas con ConA y OVA sobre el testigo negativo(s/e) para Ig totales. En el caso
ADbPC-1gG antiOVA (figura 22 B), s6lo a partir de la segunda inmunizacion se muestra un

aumento en las tres condiciones (s/e, ConA y OVA).
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Figura 22. Cinética de células formadoras de mancha (CFM) de AbPC-1gG total (A) y
antiOVA (B) en sangre a lo largo del protocolo de inmunizacién en grupo OVA determinadas
por ELISPOT. En ambos graficos se compara la respuesta de células estimuladas en cultivo de 20
horas (s/e en linea amarilla, ConA en linea roja y OVA en linea azul) a lo largo de 35 dias
posteriores a la primera inmunizacién. Cada punto representa el promedio de 4 animales tEEM
(error estandar de la media). El * corresponde a diferencias evaluadas entre estimulos. (* P<0.05)
(** P<0.01) (*** P<0.001).

Deteccion del nimero de AbPC-IgA en sangre por la técnica de ELISPOT en
grupo de cerdos inmunizados con OVA
Las AbPC-IgA tanto totales (figura 23 A) como antiOVA (figura 23 B) se muestran en los
graficos donde se observan diferencias significativas entre las células estimuladas con
ConA con respecto a OVA y s/e para totales, en el caso de la respuesta especifica,

practicamente no hay diferencias.
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Figura 23. Cinética de células formadoras de mancha (CFM) de AbPC-IgA total (A) y
antiOVA (B) en sangre a lo largo del protocolo de inmunizacién en grupo OVA determinadas
por ELISPOT. En los gréaficos se compara la respuesta de células estimuladas en cultivo de 20
horas (s/e, ConA y OVA). Cada punto representa el promedio de 4 animales tEEM (error estandar
de la media). El * corresponde a diferencias evaluadas entre estimulos. (* P<0.05) (** P<0.01)
(*** P<0.001).

Estandarizacién de la técnica de ELISPOT para la deteccién de AbPC-1gG

totales y antiOVA en pulmon de cerdo

A partir del dia 31 (figura 6) se realizo el sacrificio de los animales para la obtencion de

ganglios linfaticos (como tejido testigo por ser un 6rgano ligado a la inmunidad sistémica)

y pulmén (como tejido problema ligado a la inmunidad mucosal) para detectar AbPC por
ELISPOT.

La figura 24 muestra los promedios de los conteos de células obtenidos en relacion a las

cantidades de muestras requeridas para cada 6rgano de los seis animales sacrificados. El

ganglio fue el tejido con mayor rendimiento celular. Las células fueron llevadas a cultivo

de 20 horas con diferentes condiciones de estimulo (s/e, ConA'y OVA).
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Figura 24. Comparacion estadistica de la cantidad de células no adherentes de ganglio
linfatico y pulmoén de cerdos. Cantidad promedio de tejido procesado por ensayo (n=6).

Las células obtenidas después del cultivo fueron contadas y se determiné su viabilidad para
sembrarlas en placas de ELISPOT. En la figura 25 se muestran los promedios de las
cantidades de células donde se compararon las diferentes condiciones de cultivo y observar
cuantas células se perdian por efecto de adherencia o muerte celular en funcion de los
estimulos trabajados (s/e, ConA 'y OVA).
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Figura 25. Comparacion estadistica de la cantidad de células no adherentes de ganglio
linfatico y pulmoén de cerdo, cosechadas en las diferentes condiciones de cultivo. Cantidad
promedio de tejido procesado por ensayo (n=6).

Como se observa en la figura 25 después del cultivo se pierde cierta cantidad de células por
adherencia o muerte celular. Sin embargo este efecto no tiene diferencia entre los tejidos ni

entre los estimulos comparados.
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Con las condiciones determinadas en sangre se desarrollo la técnica de ELISPOT para

ganglio linfatico y pulmon.

Deteccion de AbPC-1gG en ganglio por ELISPOT
Las manchas obtenidas para la deteccion de AbPC-1gG en ganglio se muestran en la figura
26.

Ganglio

Sin HRP

IgG

s/e

ConA

OVA

Figura 26. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccion de AbPC-1gG
en ganglio linfatico de cerdos inmunizados con OVA. Son evidentes las diferencias para las
respuestas entre los pozos testigo, pozos no sensibilizados con OVA o con Ab de captura segun el
disefo de placa (sin Ag), pozos sin la adicion de Ab a-pig 1IgG-HRP (sin-HRP), pozos sin
suspension celular (sin células); en comparacion con la respuesta en las membranas con adicion de
todos los reactivos necesarios para el revelado y obtencién de manchas (Todo).

El analisis de ELISPOT de ganglio y la estandarizacién de la técnica en pulmon se realizd
comparando valores de punto final en el grupo OVA y grupo PBS por cada estimulo

trabajado.
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En AbPC-IgG total (figura 27 A) los valores de ConA y OVA mantienen una mayor
respuesta que s/e. En el caso de AbPC-1gG especifica (figura 27 B) es clara la diferencia
entre los animales inmunizados con OVA con respecto a los inmunizados con PBS.

Contrario a lo esperado OVA mantiene una respuesta mucho mayor que ConA.

A B
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Figura 27. Células productoras de 1gG totales (A) y antiOVA (B) en ganglio linfatico de cerdos
inmunizados determinadas por ELISPOT. Los gréficos muestran el comparativo entre respuesta
de grupos de animales no inmunizados (barras vacias) e inmunizados con OVA (barras con lineas).
El * corresponde a diferencias evaluadas entre estimulos. El + corresponde a diferencias evaluadas
entre respuestas totales y antiOVA (* P<0.05) (** P<0.01) (*** P<0.001). Los resultados son
presentados como el promedio de 4 animales (OVA) y 2 animales (PBS) +EEM (error estandar de la
media).

Deteccion de AbPC-1gG en pulmoén por ELISPOT
La deteccion de AbPC-1gG en pulmdn se muestra en la figura 28 donde se observa ligera
confluencia en las manchas de las membranas con todo sin embargo, el conteo no se vio
afectado.
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Sin HRP

ConA
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Figura 28. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccion de AbPC-1gG en
pulmon de cerdos inmunizados con OVA. Aungue las membranas poseen manchas difusas es
posible realizar su conteo por el método manual ya mencionado, son evidentes las diferencias para las
respuestas entre los pozos testigo, pozos no sensibilizados con OVA o con Ab de captura segun el
disefo de placa (figura 9) (sin Ag), pozos sin la adicion de Ab a-pig 1gG-HRP (sin-HRP), pozos sin
suspension celular (sin células); en comparacion con la respuesta en las membranas con adicion de
todos los reactivos necesarios para el revelado y obtencién de manchas (Todo).

Al observar los valores obtenidos en pulmén para AbPC-IgG total (figura 29 A) y
antiOVA (figura 29 B) las respuestas son mas elevadas en el grupo inmunizado con OVA
en comparacion con el grupo inmunizado con PBS. Los valores de ConA se encuentran

mas elevados que en el caso de OVA, siendo s/e el de menor respuesta.
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Figura 29. Células productoras de 1gG totales (A) y antiOVA (B) en pulmén de cerdos
inmunizados, determinadas por ELISPOT. Los graficos muestran el comparativo entre respuesta
de grupos de animales no inmunizados (barras vacias) e inmunizados con OVA (barras con lineas).
El * corresponde a diferencias evaluadas entre estimulos. El + corresponde a diferencias evaluadas
entre respuestas totales y antiOVA (* P<0.05) (** P<0.01) (*** P<0.001). Los resultados son
presentados como el promedio de 4 animales (OVA) y 2 animales (PBS) £EEM (error estandar de la
media).

Estandarizacion de la técnica de ELISPOT para la deteccion de AbPC-IgA
totales y antiOVA en pulmoén de cerdo
Deteccion de AbPC-I1gA en ganglio por ELISPOT
A partir del dia 31 (figura 6) se realizo el sacrificio de los animales y la obtencion de
ganglios linfaticos y pulmdn para la deteccién de AbPC por ELISPOT.
La deteccion de AbPC-1gA en ganglio se muestran en la figura 30 donde no se obtuvo
respuesta por el andlisis cualitativo (aspecto de las membranas) y cuantitativo (analisis

estadistico de conteos).
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Figura 30. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccién de AbPC-IgA
en ganglio linfatico de cerdos inmunizados con OVA. Existen ligeras diferencias entre las
respuestas de los pozos testigo, pozos no sensibilizados con OVA o con Ab de captura segin el
disefo de placa (figura 11) (sin Ag), pozos sin la adicion de Ab a-pig IgA (sin Ab 1°), pozos sin Ab
biotinilado goat antimurine (sin Ab biot) y pozos sin la adicion del complejo estreptavidina-HRP
(sin ST-HRP), pozos sin suspension celular (sin células); en comparacién con la respuesta en las
membranas con adicion de todos los reactivos necesarios para el revelado y obtencion de manchas
(Todo).

En el nimero de AbPC-1gA totales (figura 31 A) y antiOVA (figura 31 B) se observaron

respuestas sin diferencias significativas entre los estimulos.
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Figura 31. Células productoras de IgA totales (A) y antiOVA (B) en ganglio linfatico de
cerdos inmunizados, determinadas por ELISPOT. Los gréaficos muestran el comparativo entre
respuesta de grupos animales no inmunizados (barras vacias) e inmunizados con OVA (barras con
lineas). Estadistica por prueba de t de Student. El * corresponde a diferencias evaluadas entre
estimulos. EI + corresponde a diferencias evaluadas entre respuestas totales y antiOVA (* P<0.05)
(** P<0.01). Los resultados son presentados como el promedio de 4 animales (OVA) y 2 animales
(PBS) £EEM (error estandar de la media).

Deteccion de AbPC-IgA en pulmén por ELISPOT
Las manchas obtenidas como resultado de la actividad de AbPC-IgA en pulmon se
muestran en la figura 32. Ya que las manchas observadas fueron confluentes se dificulto el

conteo manual y fue necesario utilizar el método estimado para obtener valores de conteos.
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Figura 32. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccion de AbPC-IgA
en pulmaén de cerdos inmunizados con OVA. Ademas de hallarse altos valores de fondos en el
pozo testigo sin Ab 1°, las manchas confluentes obtenidas en Todo no permiten un conteo directo
como en los casos anteriores. Existen ligeras diferencias entre las respuestas entre los pozos testigo,
pozos no sensibilizados con OVA o con Ab de captura segun el disefio de placa (figura 11) (sin Ag),
pozos sin la adicién de Ab a-pig IgA (sin Ab 1°) donde se observan respuestas en cantidad
considerable tratadas como fondos inespecificos, pozos sin Ab biotinilado goat antimurine (sin Ab
biot) y pozos sin la adicién del complejo estreptavidina-HRP (sin ST-HRP), pozos sin las
suspensiones de células de cultivo (sin células); en comparacion con la respuesta en las membranas
con adicion de todos los reactivos necesarios para el revelado y obtencién de manchas (Todo).

Se decidié comparar entre el conteo directo de sangre y el conteo “estimado” de pulmon
para determinar si los valores que se obtuvieron no presentan diferencia significativa
(figura 33 B). El conteo estimado consistio en la obtencidn del nimero de manchas en una
zona con mejor definicion (rectangulo azul) de toda la membrana. Se obtuvo el valor
promedio del rea de 20 membranas (circulo rojo). EI nimero total de manchas se obtiene

por relacion algebraica.

Como se observa en la figura 33 B no se obtuvieron diferencias significativas entre los
conteos directos y estimados en membranas con manchas definidas, es por ello que se

empleo el conteo estimado para las muestras de pulmén (figura 34).
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Figura 33. Ejemplo de conteo por estimados determinando areas y su comparacion
estadistica en membranas correspondientes a la deteccion de AbPC en sangre. Con ayuda del
software se determino el area total de la membrana (circulo rojo) y area representativa (rectangulo
azul) (A) (Fotografia de membrana de nitrocelulosa tomada en microscopio estereoscopico Leica
EZ4d). En el grafico B se muestran los valores obtenidos por conteo manual directo (barras con
lineas) y por estimados (barras con cuadriculas) en sangre. Los resultados son presentados como el
promedio de 4 animales (OVA) y 2 animales (PBS) EEM (error estandar de la media).
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Figura 34. Ejemplo del conteo por estimados en membrana para la deteccion de
ADbPC- IgA en pulmoén. Determinando area total (circulo rojo) y area representativa
(rectangulo azul) en una membrana de pulmén por Image J®.

Como se muestra en el grafico, para las AbPC-IgA totales (figura 35 A) no hay diferencias
entre estimulos y entre grupos experimentales. Sin embargo, en la respuesta especifica
(figura 35 B) es clara la diferencia entre grupos aungue los animales inmunizados con PBS

presentaron mayores respuestas que los inmunizados con OVA.
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Figura 35. Células productoras de IgA totales (A) y antiOVA (B) en pulmén de cerdos
inmunizados, determinadas por ELISPOT. Los graficos muestran el comparativo entre respuesta
de grupos de animales inmunizados con OVA (barras con cuadriculas) y no inmunizados (barras
vacias). El * corresponde a diferencias evaluadas entre estimulos. El + corresponde a diferencias
evaluadas entre respuestas totales y antiOVA). Los resultados son presentados como el promedio de 4
animales (OVA) y 2 animales (PBS) tEEM (error estandar de la media).

Ya que el método de conteo estimado no aseguraba que los valores obtenidos fueran
confiables, se decidid probar diferentes variables en la técnica de ELISPOT para mejorar la
definicion de manchas obtenidas y asegurar la confiabilidad de los conteos de AbPC-IgA
en pulmon. Por lo cual, se decidi6 evaluar si un menor nimero de células por pozo
mejoraba la definicion de manchas, si el cultivo no generaba la pérdida en la cantidad de
células de interés por adherencia en la placa y finalmente determinar si una técnica de
revelado sin anticuerpo secundario para AbPC-IgA podia emplearse en ELISPOT evitando
la respuesta inespecifica observada en los pozos testigo en el revelado con anticuerpo

secundario.

Analisis del nimero de células de pulmén en la placa de ELISPOT
En la figura 36 se muestran las membranas obtenidas en la comparacion de dos cantidades
de células, en funcion del estimulo empleado en el cultivo. Como se observa no hubo
mejora significativa para prescindir del método estimado y tampoco se mostrd una mejoria

clara en el fondo del pozo sin anticuerpo primario.
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Figura 36. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccion AbPC-IgA en
pulmén de cerdo comparando la respuesta con 200 000 y 400 000 células por pozo por técnica con
anticuerpo secundario. Para determinar si dicha variable mejoraba la definiciéon de manchas y
disminuia los fondos por técnica de revelado con anticuerpo secundario. No se observaron mejoras
significativas aunque como se esperaba disminuyé la cantidad de manchas en 200 000 cél/pozo, sin
embargo no existe suficiente definicion para optar por conteos directos.

Los conteos se realizaron por estimados debido a la confluencia obtenida en las
membranas. Los graficos muestran la comparacién estadistica entre el namero de células
probado en AbPC-IgA total (figura 37 A) y antiOVA (figura 37 B) reportadas como CFM
/100 000 cel.
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Figura 37. Células productoras de IgA totales (A) y antiOVA (B) en pulmon de cerdo,
determinadas por ELISPOT comparando la respuesta entre 200 000 y 400 000 células por
pozo por técnica con anticuerpo secundario. Las cantidades de células cultivadas 200 000
cél/pozo (barras con lineas) y 400 000 cél/pozo (barras con cuadriculas) comparadas en los tres
estimulos (s/e, ConA y OVA) no presentaron diferencias significativas en pulmén por ELISPOT
de CFM IgA total (A) y antiOVA (B) por la técnica de revelado con anticuerpo secundario. Los
resultados son presentados como el promedio de 4 repeticiones de un animal xEEM (error
estandar de la media).

En la figura 38 se muestran las membranas obtenidas en la comparacion de los dos nimeros

de células en funcion del estimulo empleado en el cultivo. Como se puede observar, no hay

una mejora significativa para prescindir del método estimado. El revelado sin anticuerpo

secundario no presenta los fondos por unién inespecifica.
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Figura 38. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccion de AbPC-IgA en
pulmén de cerdo comparando la respuesta en 200 000 y 400 000 células por pozo por técnica sin
anticuerpo secundario. Se comparan por estimulo de cultivo los dos diferentes nimeros de células por
pozo para determinar si dicha variable mejoraba la definicion de manchas y disminuia los fondos por
técnica de revelado sin anticuerpo secundario. No se observaron mejoras significativas aunque disminuyd
la cantidad de manchas en 200 000 cél/pozo. No existieron respuestas en 10s pozos testigo de la técnica o
dicha respuesta fue muy baja.

Los graficos muestran la comparacion estadistica entre el nimero de células probado en
cada caso tanto para AbPC-IgA total (figura 39 A) como antiOVA (figura 39 B) reportadas
como CFM /100 000 cél. En general, no se observaron diferencias significativas entre los

estimulos ni entre grupos, excepto en la cantidad de AbPC-IgA total en ConA y OVA con
respecto a s/e (figura 39 A).
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Figura 39. Células productoras de IgA totales (A) y antiOVA (B) en pulmén de cerdo,
determinadas por ELISPOT comparando la respuesta entre 200 000 y 400 000 células por
pozo por técnica sin anticuerpo secundario. Las cantidades de células cultivadas 200 000 cél/pozo
(barras con lineas) y 400 000 cél/pozo (barras con cuadriculas) comparadas entre los tres estimulos
(se, ConA 'y OVA) no presentaron diferencias significativas en pulmoén por ELISPOT de CFM IgA
total (A) y antiOVA (B) por la técnica de revelado sin anticuerpo secundario. EI * corresponde a
diferencias evaluadas entre estimulos. (* P<0.05) (** P<0.01). Los resultados son presentados como
el promedio de 3 repeticiones de un animal £EEM (error estandar de la media).

La confluencia no se elimino a pesar de utilizar una cantidad menor de células por lo que se
decidié mantener el uso de 400 000 cél/pozo en las determinaciones de AbPC-IgA en
pulmon ya que al disminuir dicha cantidad existe el riesgo de no detectar las AbPC

especificas.

Respuesta entre técnicas de revelado en AbPC-1gA de pulmén con 400 000
cél/pozo
Por las ventajas de la técnica de revelado sin anticuerpo secundario ya utilizada para AbPC-
IgA, se decidi6 probar si se habia diferencias entre ambas técnicas usando 400 000
cél/pozo. En los graficos se muestran las respuestas totales (figura 40 A) y especificas
(figura 40 B) reportadas como CFM /100 000 cél. En general no hubo diferencias entre los

estimulos ni entre técnicas comparadas.
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Figura 40. Células productoras de IgA totales (A) y antiOVA (B) en pulmén de cerdo,
determinadas por ELISPOT comparando la respuesta de 400 000 células por pozo por
técnicas con y sin anticuerpo secundario. La respuesta obtenida de 400 000 cél/pozo,
comparando los tres estimulos (se, ConA y OVA) no presentd diferencias significativas en pulmén
por ELISPOT de CFM IgA total (A) y antiOVA (B) entre técnicas de revelado con anticuerpo
secundario (barras con lineas) y sin anticuerpo secundario (barras con cuadriculas). EI *
corresponde a diferencias evaluadas entre estimulos. EIl + corresponde a diferencias evaluadas
entre técnicas de revelado (* P<0.05) (** P<0.01) (*** P<0.001). Los resultados son presentados
como el promedio de 4 repeticiones de un animal +EEM (error estdndar de la media).

La técnica de revelado sin anticuerpo secundario es adecuada para la deteccion de AbPC-
IgA en pulmon. Sin embargo, ésta habia requerido de conteos estimados, por ello se decidid
realizar una prueba y determinar si el cultivo estaba generando una pérdida de células por
adherencia a la placa o una sobre estimulacidn que generaria la produccién de peroxidasas

por células presentes en el cultivo.

Comparacion de la respuesta entre células cultivadas y sin estimulo in vitro por
ADbPC-IgA de pulmdn comparando 200 000 y 400 000 cél por pozo
El uso de células sin cultivo facilitaria la técnica y permitiria determinar una respuesta

mucho mas cercana al proceso in vivo y no evaluar una respuesta bajo estimulo in vitro.

En la figura 41 se muestran las membranas de AbPC-IgA de pulmon sin cultivo,
comparando entre dos cantidades de células (400 000 y 200 000 cél/pozo) por técnica de
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revelado sin anticuerpo secundario, ya que no se podia asegurar el comportamiento de estas
poblaciones celulares sin el tratamiento del cultivo, ademés de evaluar si se disminuia la

confluencia de manchas.

Como se observa hay mejoria en la confluencia al disminuir el nimero de células a la
mitad, sin embargo, esta respuesta no es suficientemente clara y se recurri6 al conteo

estimado.

Numerode
célulasde
T Sin HRP Todo Sin células
pulmén sin
cultivo
X -

200 000
cel/pozo

400 000
cél/pozo

Figura 41. Fotografias de membranas representativas de ELISPOT para AbPC-IgA en pulmén
de cerdo comparando la respuesta en 200 000 y 400 000 células no estimuladas in vitro por técnica
sin anticuerpo secundario. Practicamente la respuesta es muy parecida a la técnica de células
cultivadas. En igual forma la confluencia de las manchas no permite realizar conteos directos.

En el analisis cuantitativo los graficos muestran las cantidades de AbPC-IgA totales (figura
42 A) y antiOVA (figura 42 B), donde las respuestas son mayores para AbPC-IgA totales
de células sin cultivo en 400 000 cel/pozo. En el caso de AbPC-IgA antiOVA no se
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presentan diferencias en entre los dos numeros de células, contrario a lo esperado, no hay

una proporcionalidad al comparar sus valores reportados como CFM /100 000 cél.
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Figura 42. Células productoras de IgA totales (A) y antiOVA (B) en pulmén de cerdo,
determinadas por ELISPOT comparando la respuesta de 200 000 y 400 000 células estimuladas
y no estimuladas in vitro por técnica sin anticuerpo secundario. Las respuestas entre células
estimuladas en cultivo (OVA) y células sin cultivar 20h (sin Cultivo) entre nimero de células
cultivadas 200 000 cél/pozo (barras con lineas) y 400 000 cél/pozo (barras con cuadriculas) no
presentaron diferencias significativas en pulmén IgA total (A) y antiOVA (B) por técnica de revelado
sin anticuerpo secundario, excepto entre las células totales sin cultivo comparando los dos nimeros de
cantidades de células. El * corresponde a diferencias evaluadas entre cantidades de células (**
P<0.01) Los resultados son presentados como el promedio de 3 repeticiones de un animal tEEM
(error estandar de la media).

Como la respuesta entre células cultivadas y sin cultivar fue la misma se decidié el uso de

estas Ultimas para la deteccién de AbPC-IgA en pulmon.

Comparacion del efecto de la semipurificacion de células de pulmén de cerdo por
gradiente discontinuo con Percoll
Ya que la confluencia detectada parecia ser el resultado del efecto directo de poblaciones
celulares presentes en el cultivo, se decidié realizar un proceso de semipurificacion con el
uso de un gradiente discontinuo de densidad como Percoll, como se observa en la figura 43,

la mejoria fue evidente.
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Figura 43. Fotografias de membranas reveladas de ELISPOT para la deteccion de AbPC-IgA
en pulmén de cerdo comparando la repuesta de 400 000 células por técnica sin anticuerpo
secundario semipurificadas con Percoll y sin semipurificacion. El nimero de células/ pozo es el
mismo en ambos casos. La cantidad de respuesta inespecifica o fondo en las células sin tratamiento es
demasiada, a tal grado, que Unicamente permite obtener estimaciones de conteos. Se hace evidente la
definicidon de manchas en la membrana cuya respuesta es resultado del tratamiento con el gradiente de
Percoll (Fotografias de membrana de nitrocelulosa tomadas en microscopio estereoscopico Leica
EZ4d)

En la figura 44 se muestran las respuestas totales comparando las poblaciones de células
tratadas con Percoll y no tratadas con Percoll estimuladas con OVA en un cultivo de 20
horas y de células sin cultivo. Las respuestas presentan diferencias significativas entre los
tratamientos de semipurificacion de las células, ademas los conteos obtenidos de los
estimados presentan mayores desviaciones que los conteos directos en las células con

Percoll.
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Figura 44. Células productoras de IgA totales en pulmén de cerdo, determinadas por
ELISPOT comparando la respuesta detectada en células semipurificadas con Percoll y sin
semipurificacion. Las respuestas se muestran comparando entre cada estimulo en cultivo (s/e,
ConA y OVA) tanto en las células tratadas con Percoll (barras con lineas) y no tratadas (barras con
cuadriculas). EI * corresponde a diferencias evaluadas entre estimulos. El + corresponde a
diferencias evaluadas entre tratamiento con y sin Percoll. (* P<0.05) (** P<0.01). Los resultados son
presentados como el promedio de 3 repeticiones de un animal zEEM (error estandar de la media).
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DISCUSION

Monitoreo del protocolo de inmunizacion por ELISA en suero y secreciones
mucosales
El tipo de respuesta que se obtiene frente a una inmunizacion depende de la naturaleza del
antigeno, asi como la via de inmunizacion empleada (Fujihashi y col., 1993; Ogray col.,
2001). El protocolo de inmunizacion que se utilizg, ya ha sido probado en el laboratorio y
se demostro la induccidn de respuesta en mucosas tras la aplicacion de una dosis via
parenteral y un refuerzo por via mucosal, generando también respuesta inmunoldgica

sistémica (Brandtzaeg y col., 1999, Gama y Garcia, 2011; Salinas, 2011).

Para determinar si los animales estaban produciendo anticuerpos circulantes como resultado
de la inmunizacién, se cuantificd la concentracién de IgG e IgA antiOVA en suero por
medio de ELISA cuantitativa. Los Ab se mantuvieron en circulacién por la produccion de
las células plasmaticas secretoras presentes en tejidos efectores y medula 6sea como el
reservorio de células plasmaticas productoras de 1gG e IgA especificas de antigeno
(Benedetti y col., 1995; Manz, 1997; Cerutti y col., 2011).

El comportamiento observado en las curvas de IgG (figura 15 A) e IgA (figura 15 B) en
suero ya se habia reportado en trabajos anteriores (Van der Stede y col., 2001; Halliley y
col., 2010). La concentracién de anticuerpos IgG en suero se mantuvo por su liberacion
desde médula 6sea y tejidos hacia sangre y persistieron hasta después de 60 dias (figura 15
A), no fue asi el caso de IgA, cuya recirculacidn es corta y practicamente la ecotaxia de
células plasmaticas productoras de IgA es principalmente local en sitios efectores de
mucosas (Labrousse y col., 1982; Brandtzaeg y col., 1999; Bianchi y col., 1999; Radbruch
y col., 2006).

El refuerzo intranasal no generd aumento en la cantidad de AbPC en sangre debido a la

presencia de poblaciones de células B de memoria en pulmones y tejidos periféricos que
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persisten en centros germinales junto a linfocitos T y células plasmaticas para generar
aumento en la afinidad y no para ingresar a circulacién sistémica antes de los quince dias

posteriores a la inmunizacién. (Manz, 1997; Takahashi, 2007).

Los resultados muestran que el protocolo de inmunizacion funciono ya que se detectaron

ADbPC-1gG e IgA totales y antiOVA circulantes probablemente en el proceso de ecotaxia.

Como comparacion, en las secreciones mucosales, la cantidad de AbPC aumento con el
tiempo, tanto en secrecidn nasal como en saliva. Los resultados mostraron una respuesta
ligeramente mayor de 1gG que de IgA para ambos tipos de secreciones. Esto se explica
porque las células circulantes arriban a los tejidos mucosales después de la presentacion del
antigeno en organos linfoides secundarios (ganglios linfaticos cervicales y peritraqueales) y
por lo observado en estudios anteriores que afirman la induccion de 1gG por una

inmunizacion con adyuvante completo de Freund (Claassen y col., 1992).

La presencia de IgG en la mucosa se da por la liberacion de la inmunoglobulina de células
plasmaticas presentes en el tejido mucosal y las moléculas de IgG que pasan por difusién a
la luz de la mucosa sobretodo en tracto respiratorio bajo (Vega-Ldpez y col., 2012). En
secrecién nasal, tanto la cantidad de 1gG como en IgA aumentaron como respuesta a las dos
primeras inmunizaciones. El descenso que se registro previo al dia 21 se mantuvo hasta el
refuerzo intranasal donde ambas inmunoglobulinas aumentaron. Una clara diferencia fue la
respuesta en IgG, mucho mas alta y temprana que la curva de IgA. Sin embargo, mientras
la primera, descendio para la fecha de sacrificios la curva de IgA parecio ir en aumento. Es
decir, una vez pasado el efecto de las inmunizaciones con adyuvante de Freund; el perfil de
inmunoglobulina que se defini6 fue el de IgA en secrecidn nasal como respuesta al refuerzo

intranasal (figura 16 Ay B).

Las mucosas tienen la caracteristica de compartimentalizacion de la respuesta (Vega-Lopez

y col., 2012) por lo que con la inmunizacién via intranasal se obtuvo respuesta detectable
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en otra mucosa como la oral (saliva). La respuesta de ambas inmunoglobulinas, como en el
caso anterior, aumento por las dos inmunizaciones subcutaneas. Esta respuesta se mantuvo
y registré una meseta incluso después del refuerzo intranasal. De igual manera que el caso

de secrecion nasal, en saliva se observo una respuesta ligeramente favorecida hacia el

isotipo IgG por el efecto del adyuvante (Claassen y col., 1992).

El modelo funciono ya que se cuantificd 1gG e IgA a nivel sistémico y de secreciones
mucosales especificas de antigeno y por ende pudo llevarse a cabo el ELISPOT para
detectar AbPC.

Condiciones para la elaboracion de las placas de ELISPOT
El empleo de placas comerciales para ELISPOT es costoso, la caracteristica distintiva de
este tipo de placas es que incluyen en el fondo de cada pozo una membrana de material
adsorbente para proteinas (nitrocelulosa o PVDF). Las placas se esterilizan por 0zono o
radiacion y son capaces de liberar el fondo para tener facil acceso a las membranas
reveladas, poder capturar las imagenes y procesarlas mediante software disefiado para las
placas comerciales (Klencke y col., 2002). Tampoco se empleo ningun kit RTU, ya que no
existe alguno en el mercado que permita detectar AbPC especificas de antigeno en tejidos
porcinos. Por lo tanto, por cuestiones de accesibilidad y economia se decidid utilizar placas

elaboradas en el laboratorio.

El trabajo en el disefio de placas ya habia sido probado con anterioridad y se retomé para la
estandarizacion. Como variante de la técnica se ha sugerido el uso de poliestireno como
soporte, en lugar de membranas de nitrocelulosa y PVDF. Sin embargo, estos materiales
poseen un area de contacto mayor y no tienen variaciones en el nimero de manchas
contadas. Ademas, la nitrocelulosa presenta la ventaja de no requerir activacion previa con
metanol como en el caso del PVDF (McCutcheon y col., 1997; Ronnelid y Klareskog,
1997).
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La membrana de nitrocelulosa posee una buena capacidad de union a proteinas (250
ng/cm?) éstas quedan unidas de forma no covalente mediante interacciones electrostaticas e
hidrofdébicas, en medios basicos o alcalinos, por lo que la sensibilizacion con antigeno o
anticuerpo de captura se realiza con amortiguador de carbonato de sodio (pH 9.6). El grado
en que el material adsorbe dependeréa del coeficiente de difusion de la molécula, su peso
molecular y del volumen de la solucién a adsorber, la concentracion de la sustancia
adsorbente, la temperatura, el pH y el tiempo de adsorcion (Morilla y Bautista, 1986;
Ronnelid y Klareskog, 1997).

Se necesitaba obtener membranas circulares que se amoldaran al fondo de las placas y
cuidar su integridad para un mejor revelado, definicion de manchas y confiabilidad en los
conteos. El problema se resolvié utilizando una perforadora de papel manual convencional,
pues el diametro de los cortes fue de 0.6cm (tabla 1), ligeramente mayor que el diametro
del fondo de un pozo de las placas utilizadas (aproximadamente 0.6 cm). Este exceso
diametral permitio el ajuste a las paredes internas del pozo y conservo la integridad de cada

membrana.

Para esterilizar las placas se empleo la radiacion de microondas, por ser el método mas
seguro y viable. Las microondas son un tipo de radiacién no ionizante de onda corta cuyas
propiedades permiten la excitacién de moléculas de agua, generando calor para la
desnaturalizacion de proteinas bacterianas (Sanborn y col., 1982). Ensayos previos en el
laboratorio determinaron la potencia de 60 Watts en horno SHARP Carousel® como la méas
efectiva (Sanborn y col., 1982) (tabla 1).

Prueba de las placas elaboradas en el laboratorio para la deteccion de AbPC en
sangre de animales inmunizados por ELISPOT
Se decidi6 tomar muestras de sangre cinco dias después de la inmunizacion para detectar

ADbPC circulantes como respuesta a la administracion del antigeno (figura 6), ya que se ha
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reportado que después de la activacion en tejidos linfoides secundarios, las células linfoides
pasan a torrente sanguineo en un plazo de entre 5 a 7 dias para colonizar tejidos efectores
(Manz, 1997; Rothkatter y col., 1999a; Rothkotter y col., 1999b;, Descotes, 2004; Halliley
y col., 2010).

En las condiciones in vitro del cultivo celular, el proceso de la activacion, diferenciacion y
proliferacion del linfocito B a plasmablasto y a célula plasmética, como respuesta al
estimulo, tarda entre 4 a 10 dias (Radbruch y col., 2006; Jourdan y col., 2009). El tiempo de
20 horas para el cultivo celular asegurdé la estimulacion in vitro de las AbPC obtenidas de la
respuesta in vivo y no para la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B a células
plasmaticas. (Dearman y col., 2001; Israf y col., 2004; Janetzki, 2004; Jourdan y col., 2009;
Afonso y col., 2010; Halliley y col., 2010).

Al observar el cultivo antes de cosechar las células (figura 17) se hicieron evidentes las
formaciones de roseta con el mitdégeno (debido a la capacidad de ConA de aglutinar
glicoproteinas y glicolipidos de las membranas celulares) (Abbas y col., 2002), ligeras

agrupaciones para el antigeno especifico y células aisladas para el cultivo sin estimulo.

La ConA es una lectina obtenida del jack bean Canavalia ensiformis, tiene la capacidad de
unirse a fragmentos de carbohidratos, especificamente fragmentos a-Dmannosil y a-
Dglucosil, lo cual permite su interaccion con una amplia cantidad de receptores, puede
inducir una mayor estimulacién que la PHA con menor toxicidad en concentraciones de
entre 5-100pug/mL de cultivo (Milthorp y Forsdyke, 1973; de Petris, 1975; Glaser, 1979;
Neveu y col., 1982; Katsumoto y Kurimura, 1988; Joling y col., 1993; Israf y col., 2004;
Vetri y col., 2010). Aunque la ConA se consideraba un mitdgeno exclusivo para linfocitos
T se ha reportado que puede generar activacion de las células plasmaticas y linfocitos B,
desde las primeras 18 horas (Glaser, 1979; Mdller y col., 1986).

En el cultivo, la ConA pudo estimular al linfocito T cooperador (Th) a través de APC y

generd un medio de citocinas que activo y mantuvo estadios de plasmablasto (IL-2, IL-4 y
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IL-6) o de células plasmaticas (IL-10 e IL-15 principalmente), ademas la capacidad de
presentar antigenos del linfocito B (Viau y Zouali, 2005) influy6 en el reconocimiento de la
ConA por el linfocito Th o en la activacion directa de plasmablastos y células plasmaéticas
(Swain y col., 2012). Por el contrario, la OVA, por su naturaleza proteica, activo linfocitos
T a través de APC y gener0 el medio de citocinas propicio para el plasmablasto y la célula
plasmaética (Glaser, 1979; Neveu y col., 1982; Dearman y col., 2001; Israf y col., 2004;
Shapiro-Shelef y Calame, 2005; Jourdan y col., 2009). Se ha demostrando que en tiempos
de cultivo de menos de un dia se detectan los anticuerpos sintetizados por las células

plasmaticas y no anticuerpos solubles en el medio de cultivo (Cukrowska y col., 1998).

Cualitativamente, el cultivo funciond, activando a las células por los estimulos utilizados en
cada caso (ConA y OVA). Una vez estimuladas, las células se cosecharon, ajustaron y
sembraron en las placas sensibilizadas de ELISPOT. Las AbPC cosechadas del cultivo se
sembraron en la placa sensibilizada de ELISPOT durante 16 horas para asegurar mejores
definiciones de manchas por la union de los anticuerpos producidos al antigeno OVA o al
anticuerpo de captura (Dearman y col., 2001; Israf y col., 2004; Janetzki, 2004; Jourdan y
col., 2009; Afonso y col., 2010; Halliley y col., 2010).

Durante el proceso de revelado, el uso de anticuerpo directo conjugado con enzima (sin
anticuerpo secundario) permiti6 detectar AbPC-IgG totales y anti OVA. La apariencia de
las manchas en IgG fue menos definida probablemente por las caracteristicas de
sensibilidad de la técnica. La baja concentracion de IgA en suero requiere en ELISA el uso
de la técnica con anticuerpo secundario, la cual presenta mayor sensibilidad por las
caracteristicas de union entre moléculas de Ig y complejos. Ya que el ELISPOT usa el
mismo fundamento de ELISA, se adopto el revelado para el ELISPOT (Barington y col.,
1992).

Los resultados mostraron que la estrategia seguida para la deteccion de AbPC-IgG e IgA

totales y antiOV A pareci6 funcionar ya que fue posible detectar las AbPC mediante la
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formacion de manchas observadas en las membranas reveladas y esto se respaldo por la

deteccion de inmunoglobulinas séricas por ELISA (figura 15).

Métodos de conteo manual y automatico bajo las condiciones de uso de las

placas de ELISPOT elaboradas
Cada mancha generada correspondio a la actividad secretora de una sola célula. Las
manchas definidas y pequefas representan una secrecion rapida y de poca cantidad,
mientras que las manchas difusas y grandes indican una secrecion lenta y abundante
(Lehmann, 2005). En cualquiera de los dos casos, fue evidente que las manchas deben ser
claras y aisladas para poder hacer un conteo confiable (figura 18 y 19). En 2004 Turner, y
col. comprobaron que el método de ELISPOT es confiable y que las manchas obtenidas

tienen una relacion lineal con el nimero de células cultivadas (Turner y col., 2004).

El término “células formadoras de manchas” o CFM, se emplea como una medida
cuantitativa de la actividad secretora en los ensayos de ELISPOT. Cuando el ensayo
termina, las manchas pueden contarse manualmente o con un software de analisis de
imagenes. Cuando se emplean sistemas semiautomatizados el operador debe mover la placa
de ELISPOT, mientras que con lectores completamente automatizados la placa es movida
de acuerdo a la secuencia que el operador haya establecido. El principal componente de
cada lector de ELISPOT es el software que permite capturar las iméagenes y la
cuantificacion de las manchas. Los sistemas automatizados son mas rapidos y costosos pero

no necesariamente mas precisos que los semiautomatizados (Kalyuzhny, 2005).

Aunque algunos trabajos afirman que la variabilidad de los conteos podria descender con el
uso de aparatos automatizados (Janetzki y col., 2004; Zeng y col., 2005), se ha demostrado
que la variacién entre los valores con el uso del conteo manual es menor (Janetzki, 2004;
Almeida y col., 2009). Ademas de que la programacion de parametros, que requiere el

conteo automatico, resulta ser mas complicada por las diversas tonalidades y diametros que
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presentan las manchas de acuerdo a la respuesta celular, por lo que debe modificarse de
membrana a membrana, resultando en un método mucho mas tedioso, poco préctico y con

mayor rango de error (Janetzki, 2004; Almeida y col., 2009).

El conteo manual se realiza en un microscopio estereoscépico con un contador de mano o
con las imégenes capturadas de las membranas y su conteo en un procesador con el uso de
un software adecuado. El conteo manual parece ser el de mayor sensibilidad, permitiendo al
investigador identificar manchas difusas de tamafios mas pequefios y diferenciar cuando la
mancha corresponde a AbPC o se trata de un artefacto. Ademas de que se recomienda el
uso de pozos para realizar repeticiones y obtener datos méas confiables (Janetzki, 2004;
Almeiday col., 2009).

Con el conteo automatico (parametros del software: nimero de pixeles 0-0.5x10?,
circularidad: 0-1, distancia en pixeles: 100; de acuerdo al manual de uso del programa), el
software cont6 marcas e imperfecciones como reacciones positivas (figura 20 Ay B), lo
cual generd variaciones altas entre repeticiones de una misma muestra (figura 21). En
contraste, el conteo manual no presento variaciones significativas entre las repeticiones

(tabla 2). Por lo que los resultados obtenidos pueden considerarse confiables.

Deteccion del numero de AbPC-1gG y AbPC-IgA en sangre por la técnica de

ELISPOT en grupo de cerdos inmunizados con OVA
En general, la técnica de ELISPOT no solo detectd AbPC-IgG e IgA totales sino también
antiOVA, las cuales se encontraron en torrente sanguineo incluso 31 dias después del inicio
del protocolo de inmunizacion. Sin embargo, al final de dicho protocolo la presencia de
células disminuye debido a su distribucion en tejidos efectores. (Labrousse y col., 1982;
Brandtzaeg y col., 1999; Bianchi y col., 1999; Rothkdétter y col., 1999b; Takahashi, 2007;
Bonilla y Oettgen, 2010; Cerultti ycol., 2011).
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Deteccion del numero de AbPC-IgG totales y antiOVA en sangre por la técnica de
ELISPOT en grupo de cerdos inmunizados con OVA
En la deteccién de AbPC-IgG total, las manchas obtenidas fueron el resultado de la
actividad de células productoras de un isotipo en general y no como respuesta especifica, lo
cual se reflejé en curvas semejantes en ambos estimulos (ConA y OVA) y no asi en el
testigo negativo. Los gréaficos muestran que la técnica funciona y determina AbPC-IgG
totales bajo las condiciones de trabajo (figura 22 A).

En la deteccion de AbPC-IgG antiOVA se observo aumento de cantidades de células
mucho mas tardio, el cual disminuyo al final del protocolo debido a la necesidad de un
procesamiento mucho més prolongado por ser respuesta especifica de antigeno y la
posterior redistribucion de AbPC a sitios efectores. Esta curva ya se habia observado para

IgG en otros trabajos previos de ELISPOT en sangre (Cerutti y col., 2011) (figura 22 B).

Deteccion del nUmero de AbPC-IgA totales y antiOVA en sangre por la técnica de

ELISPOT en grupo de cerdos inmunizados con OVA
El aumento del nimero de AbPC-IgA totales al final del protocolo se debi6 seguramente al
descenso del efecto generado con el uso del adyuvante completo de Freund que estimula la
produccion de 1gG y no de IgA a nivel sistémico (Cox y Coulter, 1997; Marciani, 2003),
ademas su ecotaxia les permite llegar a tejidos mucosales en un corto tiempo. El nimero
obtenido de AbPC-IgA antiOVA es muy bajo comparado con las AbPC-IgG antiOVA
debido a que la mayor cantidad de AbPC en sangre son las de IgG ademas de que estas
celulas pueden mantenerse mas tiempo en sangre, no asi las AbPC-1gA (Labrousse y col.,
1982; Brandtzaeg y col., 1999; Bianchi y col., 1999; Rothkétter y col., 1999a; Takahashi,
2007; Bonilla 'y Oettgen, 2010).
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Deteccion de AbPC-1gG totales y antiOVA en ganglio linfatico por ELISPOT
Una vez que se demostrd que la técnica permite detectar AbPC totales y especificas en
sangre, se probd en ganglio linfatico. El cual en diversos experimentos refleja el

comportamiento sistémico ademas de la sangre.

Las manchas generadas en las membranas de AbPC-IgG tuvieron la misma definicion que
las de sangre y no se detectaron fondos (figura 26). Especificamente, en el caso de AbPC-
IgG totales las respuestas no tuvieron diferencia entre grupos (OVA vs PBS) (figura 27),
similar a la cinética de sangre, lo cual demuestra que los ganglios estdn muy ligados a la
circulacion sanguinea donde las células viajan hasta llegar al sitio efector pasando por linfa
(figura 27 Ay B).

La recirculacion de células especificas de sangre hacia los tejidos linfaticos de la zona de
inmunizacion se explica por la cantidad de células que son activadas y proliferan tras ser
presentadas con el antigeno en tejidos secundarios (figura 27 B). Lo que explica que los
ganglios de la zona de inmunizacién contuvieron AbPC-1gG antiOVA .

Aunque el tiempo de vida de las células plasmaticas es muy corto, tipicamente de unos
pocos dias a semanas (Goldsby y col., 2003), las células plasméticas también pudieron
sobrevivir y continuar secretando altos niveles de anticuerpos sin interaccion directa con el
antigeno tanto en médula ésea como en bazo donde se han descrito linfocitos B
transicionales con perfiles de memoria y en centros germinales (Viau y Zoulai, 2004;
Shapiro-Shelef y Calame., 2005; Radbruch y col., 2006).

Deteccion de AbPC-IgA totales y antiOVA en ganglio linfatico por ELISPOT
En ganglio para AbPC-IgA la respuesta fue mucho menor que en sangre y no se observaron

fondos debido al efecto ya comentado sobre la distribucidén temprana de las AbPC-IgA para
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ingresar a sitios efectores, ademas de que el ganglio linfatico es un tejido con mayor
presencia de AbPC-IgG (figura 30 A y B) (Goldsby y col., 2003).

Estandarizacion de la técnica de ELISPOT para la deteccion de AbPC-1gG y
ADbPC-IgA totales y antiOVA en pulmdn de cerdo
En el pulmdn se conjuntan diversos tipos de células, por tal motivo debi6 procesarse una
mayor cantidad de muestra (figura 24). Una vez cosechadas las células del cultivo, éstas se
contaron y se determind si el cultivo generaba perdida de células en diferentes estimulos,
por la influencia de la heteroginicidad de las poblaciones celulares en cada uno de ellos.
Como se observa en la figura 25 el contacto directo con la placa gener6 pérdida de células

por adherencia, sin variacién entre los estimulos

AbPC-1gG totales y antiOVA
Las membranas de AbPC-IgG de pulmoén mostraron manchas cuya definicion no fue tan
clara como en los dos casos anteriores en sangre y ganglio (figura 28). Ademas, la
respuesta parecio ser un tanto excesiva en cuanto al tamafio de manchas y no asi en su

namero (figura 29 Ay B).

Las manchas poco definidas en el caso de pulmén se podrian explicar por la
heterogenicidad de las células obtenidas, especificamente células con peroxidasas
(macrofagos y neutrofilos) las cuales no se eliminaron en el paso de adherencia al plastico
porque la mayoria de ellas no poseen propiedades adherentes y su cantidad en el tejido es

muy elevada para poder garantizar su completa adherencia como lo muestra la figura 25.

El parénquima pulmonar presentd una respuesta elevada en los grupos inmunizados en
ADbPC-1gG total (figura 29), debido a que la IgG se ha reportado como el isotipo mas
abundante en el tracto respiratorio bajo (Manz, 1997; Brandtzaeg y col., 1999; Bianchi y
col., 1999; Abbas y col., 2002; Zeng y col., 2005; Bonilla y Oettgen, 2010; Talamas, 2010).
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AbPC-IgA totales y antiOVA
En las AbPC-1gA de pulmén se observaron los fondos de los pozos testigo sin anticuerpo
primario, como en el caso de sangre, por la técnica de revelado con anticuerpo secundario,
debido a la unidn inespecifica del anticuerpo biotinilado por entrecruzamiento con
fragmentos de otras moléculas presentes en el cultivo, esta respuesta tuvo que restarse al

conteo estimado de pozos adicionados con todo, disminuyendo los valores obtenidos.

La caracteristica observada en la determinacion de AbPC-IgA fueron las manchas
confluentes (figura 32) debido a la presencia de otras poblaciones celulares que interfieren
en el ensayo como macrofagos y neutréfilos con peroxidasas (Kiyono y Fukuyama, 2004),
los cuales no presentan caracteristicas de adherencia tan elevadas como las células
epiteliales y fibroblastos y por ello se mantuvieron presentes en el cultivo despues del
proceso de contacto con la placa para eliminar células adherentes. En adicion a esto, la
mayor presencia de AbPC-IgA en tejidos relacionados con mucosas como el pulmén
genero una respuesta excesiva que disminuy6 aun mas la definicion de manchas y dificultd
su posterior conteo por el método manual (Bernard y Lantier, 1985; Kiyono y Fukuyama,
2004).

Se debid optar por estimaciones matematicas y funciones de area, para hacer conteos
aproximados por medio del software utilizado para los conteos, como se describio

anteriormente.

El nmero de AbPC-IgA totales (figura 35 A) no present6 diferencias entre los grupos
inmunizados, aungque hubo una mayor presencia de células en pulmén a comparacion de los
otros dos tejidos evaluados. En comparacién, con el nimero de AbPC-IgA antiOVA (figura
35 B) se observo una mayor respuesta en los animales sin inmunizar frente a los
inmunizados con OVA por el efecto del adyuvante utilizado y la presencia de células de

memoria en los animales no inmunizados (transferencia materna) que propiciaron
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mayoritariamente respuestas de produccion de 1gG y no asi de IgA antiOVA (Cox y
Coulter, 1997; Van der Stede y col., 2001; Marciani, 2003).

Desde la perspectiva de la técnica, los errores que pueden estar involucrados y que
influyeron en este resultado fueron principalmente el tipo de conteo estimado que se tuvo
que utilizar para determinar la cantidad de AbPC-IgA en pulmon y el restado de respuesta
inespecifica obtenida en los pozos testigo.

La técnica, aunque con ciertos problemas, como se describe mas adelante, detecto AbPC-

IgA totales y especificas en pulmon como respuesta a la inmunizacion.

Anélisis comparativo de dos cantidades de células de pulmén en la placa de

ELISPOT
Ya que los conteos de AbPC-IgA total en pulmon fueron estimados, se decidio determinar
si una menor cantidad de células podria generar menores fondos en las membranas. La
técnica de ELISPOT requiere una cantidad elevada de células, se ha reportado que el
Optimo por pozo varia entre 200 000 y 500 000 células en sangre y timo. Debajo de este
namero las manchas pierden definicion o las desviaciones entre conteos se ven aumentadas
y con un nimero mayor se hace imposible el conteo por la excesiva respuesta (Czerkinsky
y col., 1988; Okamoto y col., 2004; Zeng y col., 2005). Al utilizar 200 000 cél/pozo se
pretendio reducir las células que causaban interferencia en el ensayo, asi mismo se comparé
la técnica de revelado sin anticuerpo secundario para ver si de esta forma era posible

disminuir los fondos obtenidos en AbPC-IgA total (figuras 36 y 38).
La técnica de ELISPOT tiene una sensibilidad 400 veces mayor que el ELISA (Helms'y

col., 2000), por lo cual fue posible detectar AbPC-IgA mediante el revelado sin anticuerpo

secundario (figuras 37 y 39).
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Aunque con el uso de 200 000 cél/pozo la confluencia de las manchas disminuyd
ligeramente, los resultados fueron estadisticamente iguales a los obtenidos en 400 000
cél/pozo, por lo que fue preferible utilizar una cantidad de células que estuviera dentro del
intervalo aceptable segun lo reportado (200 000 a 500 000 cél/pozo) y no en el margen
inferior, lo cual puede generar respuestas mas dispersas (Czerkinsky y col., 1988; Zeng y
col., 2005). Cabe aclarar que las respuestas entre 200 000 cél/pozo y 400 000 cél/pozo no
fueron proporcionales en ninguno de los conteos, este fendmeno ya habia sido reportado en
estudios donde se emplea un modelo de regresion lineal para determinar por interpolacion

la concentracion especifica de células efectoras (Zeng y col., 2005).

Anélisis comparativo entre técnicas de revelado con y sin anticuerpo secundario
para la deteccion de AbPC-IgA de pulmon
Una vez determinada la cantidad de células, se compararon las respuestas total (figura 40
A) y especifica de antigeno (figura 40 B) entre técnicas de revelado con y sin anticuerpo

secundario.

Las respuestas obtenidas en la deteccion de AbPC-IgA totales comparando ambas técnicas
de revelado fueron iguales, probablemente debido a los fondos restados a los conteos en la
técnica con anticuerpo secundario. En el caso de la respuesta antiOVA se obtuvo una
respuesta practicamente idéntica. Lo anterior se explica porque no se restaron valores de
fondos, aunado al aumento de sensibilidad que representd la serie de anticuerpos utilizados
en la técnica de revelado con Ab biotinilado. Por lo que se observo, la técnica sin
anticuerpo secundario presentd ventajas en la limpieza de los fondos, que por
entrecruzamiento generaba respuestas inespecificas y se reduce la cantidad de pozos testigo
gue se requieren, permitiendo realizar mayor nimero de repeticiones por placa; ademas del

menor tiempo de revelado en la técnica y su mayor facilidad en su desarrollo.
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Analisis comparativo del efecto de la estimulacion in vitro en la deteccion de AbPC-

IgA de pulmon entre técnicas de revelado y cantidades de células
La capacidad de secrecion de las células puede ser probada de dos maneras: las células son
cultivadas en una placa y luego transferidas a placas de ELISPOT o las células cultivadas
directamente en placas de ELISPOT donde se mide directamente la respuesta in vivo es
decir, células activadas en el animal y no en la placa de cultivo (Favre y col., 1997; JanetzKi
y col., 2000; Kalyuzhny, 2005). Por lo que se realiz6 una evaluacion con la idea de
determinar si la influencia del cultivo afectaba la respuesta de las células y por consiguiente
los conteos obtenidos. Al comparar el aspecto de las membranas obtenidas de células sin

cultivar no se observd mejoria entre las células cultivadas (figuras 41).

Al comparar el nimero de AbPC de las células sin cultivo contra las células estimuladas
con OVA, se observo una disminucion en estas Ultimas debido a la eliminacion de células
adherentes.

En el caso de células sin cultivar existieron diferencias entre 400 000 cél/pozo y 200 000
cél/pozo por la respuesta tan elevada de AbPC-IgA totales, ademéas no hubo eliminacion de
células adherentes como en el cultivo. En el caso de AbPC-IgA antiOVA se detecto un

namero menor de células (figura 42 Ay B).

El hecho de utilizar células directamente del tejido, mostro respuestas mas cercanas a lo
que ocurre en el organismo, pues no se someten a estimulos in vitro. Al no existir cultivo de
20 horas se disminuy0 la pérdida de células en la placa (figura 25), finalmente el tiempo de

la prueba de ELISPOT se redujo de tres a dos dias.

El revelado se realiz6 mediante la reaccidn enzimatica de HRP sobre el sustrato DAB
(diaminobenzidina) (Zhang y col., 2008). Como ya se comentd, en los cultivos de células
procedentes de drganos estan presentes diversas poblaciones celulares entre ellas
macrofagos y células epiteliales, que por su actividad de peroxidasa, producen reacciones

gue no permitieron observar manchas definidas, asi como la facilidad que tienen estas
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células de adherirse a superficies adsorbentes como el caso de la nitrocelulosa, por lo que se
hizo necesario minimizar estos efectos o aislar las poblaciones celulares de interés para ser

estudiadas.

Recientes trabajos sobre el empleo de células adherentes en la técnica de ELISPOT, como
son fibroblastos productores de interleucinas, han revelado que deben emplearse entre 50 y
100 celulas por pozo, aunque dichas células han sido previamente tefiidas con marcadores
especificos de superficie y separadas por sorting (Turner y col., 2004). Sin embargo,
disminuir tanto el nimero de células, no permitiria detectar AbPC especificas de antigeno
ya que son bajas a comparacién a las AbPC-Ig totales. En base a esto y con los resultados
obtenidos anteriormente, se decidio cultivar inicamente celulas mononucleares, eliminando

poblaciones con propiedades adherentes que pudieran generar fondos inespecificos.

Analisis comparativo del efecto de semipurificacion de células de pulmén de

cerdo por gradiente discontinuo con Percoll para detectar AbPC-IgA
Una alternativa para aislar o semipurificar poblaciones celulares es el gradiente de Percoll
que permite extraer las células de interés, desechando aquellas que pudieran causar
interferencia. Ademas es una técnica econdémica y sencilla comparada con el sorting y es
capaz de mantener una alta viabilidad de las células en comparacion con métodos
mecéanicos de purificacion como el uso de perlas sensibilizadas. EI Percoll se utiliza para el
aislamiento de células, organulos y/o virus por densidad de centrifugacién. EIl Percoll se
compone de particulas de silice coloidal de 15 a 30 nm de diametro (23% en agua) que han
sido recubiertas con polivinilpirrolidona (PVP). El Percoll posee una viscosidad baja, una

baja
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y 60% donde, de acuerdo a algunos reportes, se encuentran la mayoria de los linfocitos y

monocitos activados con ConA (Gutierrez y col., 1979; Hamburger y col., 1985).

La respuesta en células de pulmén obtenidas por Percoll no mostro la excesiva
pigmentacion en las membranas durante el revelado (figura 43). El valor de los conteos
(con Percoll) fue menor a los conteos aproximados (sin Percoll), sin embargo, presentaron
desviaciones mucho menores que en el caso de las células no tratadas. La mayor respuesta
en las células no tratadas con Percoll se debié a que los aproximados se obtenian de

membranas con manchas muy confluentes y excesivo fondo.

De acuerdo a los resultados (figura 44), existié una clara mejoria en la definicion de
manchas y su consecuente facilidad en el conteo después del aislamiento celular. Por las
caracteristicas de la técnica de ELISPOT fue necesaria la buena y clara definicién de
manchas generadas tras el proceso de revelado para asegurar asi, una mayor confiabilidad

en los resultados (Lehmann, 2005).

La técnica estandarizada de ELISPOT permite detectar células presentes en el tejido, sin
embargo no describe su conformacién y ubicacion de la forma en que técnicas como
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia lo harian. Aunque por sus caracteristicas de
sensibilidad en sangre es comparable con técnicas como la citometria de flujo y el sorting.
Por lo anterior, la técnica puede ser utilizada como una prueba complementaria que genere

informacidn sobre la cantidad de células presentes en el tejido o secrecion evaluado.

Por las caracteristicas del ELISPOT es necesario el trabajo en condiciones estériles, el uso
de placas especiales con pozos recubiertos con materiales adsorbentes que pueden ser
elaboradas en el laboratorio, asi como prescindir de costosos aparatos para el conteo de las
manchas al acondicionar el conteo manual con el uso de un software de facil acceso. Como

se observo durante la estandarizacion, el tejido pulmonar requiere de la purificacion de las
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ELISPOT es el cuidado de la integridad de las membranas utilizadas y la buena definicion

de las manchas que facilite su conteo y el tratamiento de resultados.

CONCLUSIONES

u Se determinaron las condiciones para la elaboracion y uso de placas de ELISPOT,
utilizando versiones comerciales de placas para ELISA Costar® y membranas de
nitrocelulosa de 0.6cm de diametro recortadas en el laboratorio, colocadas con el uso de
guantes, pinzas de punta fina y esterilizadas por microondas a 60 Watts, con 5 ciclos de 4
minutos e intervalos de 10 minutos.

" Se selecciono el conteo manual sobre el automatico para las placas de ELISPOT,
por la menor variacién de resultados, su menor costo y accesibilidad.

" Se determinaron las condiciones para la deteccion de AbPC-1gG, tanto totales como
especificas de antigeno, en todos los tejidos con el uso de 400 000 cél/pozo y la técnica sin
anticuerpo secundario para el revelado.

" Se determinaron las condiciones para la deteccion de AbPC-IgA tanto totales como
especificas de antigeno en sangre y ganglio con el uso de 400 000 cél/pozo y la técnica sin
anticuerpo secundario para el revelado.

" Se determin0 que para la deteccidén de AbPC-IgA en pulmon es recomendable la
técnica sin anticuerpo secundario para el revelado por la respuesta inespecifica observada
por la técnica con anticuerpo secundario, el uso de 400 000 cél/pozo, el procesamiento del
tejido pulmonar mediante un gradiente de Percoll, para tener resultados méas confiables
respecto a la poblacion celular de interés.

" Fue posible detectar AbPC sin cultivar por medio del ensayo de ELISPOT, cuya
respuesta refleja de forma mas cercana el fenomeno en el organismo, sin factores ni
estimulos in vitro; asi como asegurar el mayor nimero de células que se pueden perder al

adherirse en la placa durante el cultivo.
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PERSPECTIVAS
Se requiere de un proceso de validacion en el laboratorio de la técnica estandarizada de

ELISPOT para la deteccion de AbPC-IgG y AbPC-IgA en pulmon de cerdo comparando
los resultados y datos obtenidos con una prueba de oro, para determinar la sensibilidad y la
especificidad de la técnica.

Las condiciones determinadas en la estandarizacion de la técnica de ELISPOT podran
aplicarse para la evaluacion de la respuesta inmunoldgica en mucosa respiratoria frente a la
inmunizacion con antigenos de interés clinico humano (Virus de la influenza) y veterinario
(Virus de la Enfermedad de Aujeszky).

Es necesario el desarrollo de ELISPOT para la evaluacion de respuesta inmunoldgica
celular (produccién de interleucinas) y diferenciacion de perfiles de citocinas por las
poblaciones celulares de tejido pulmonar en modelo porcino.

Se requiere de la estandarizacion de la técnica de ELISPOT en la deteccion de AbPC-IgM
en tejidos, por la importancia de este isotipo en la respuesta inmunoldgica temprana y en

secreciones mucosales.

ANEXO

Soluciones estériles para ELISPOT
Solucion salina fisiologica (SSF)
Cloruro de s0dio (NaC)......o.oiii e 0.9 %
Agua destilada
ESTERILIZACION POR AUTOCLAVE, autoclave programada para 15 a 20 Ib de presion

y de 115 °C a 120 °C de temperatura por 20 minutos con escape lento.
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Solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2-7.4

Cloruro de s0dio (NAC)......oviiiit i e 137 mM
Cloruro de potasio (KClI)... ..ot e e 2.7 mM
Fosfato de sodio dibasico (NazHPOg)......vivviniiiii e, 4.3 mM
Fosfato de potasio monobasico (KHoPO4)..... ..o 1.4 mM
Agua destilada

ESTERILIZACION POR AUTOCLAVE

Solucién PBS-Tween

Solucion de PBS. ... i c.b.p.
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026). ... vvvvviveviiiniiennan.., 0.05 %
Agua destilada

ESTERILIZACION POR AUTOCLAVE

Amortiguador de lisis de eritrocitos

Cloruro de amonio (NH4CL)......oovineii e 0.14 M
Bicarbonato de potasio (KHCO3)........ouiuiniitiii e, 1 mM
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (C1oH16N208). ... cvveeieiiieeieieeenn . 0.1 mM
Agua destilada

ESTERILIZACION POR FILTRACION membrana de 0.22 um.

Medio RPMI-1640 incompleto

RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich® No. Catalogo R4130-10X1L)................... 1frasco
Bicarbonato de sodio (NaHCO3).......viniiiii e 2g
Aguabidestilada....... ... c.b.p. 900 mL

Ajustar pH a 7.2 DEBE AFORARSE A1 L
ESTERILIZACION POR FILTRACION.

Realizar pruebas de esterilidad.
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Medio RPMI-1640 completo

Medio RPMI-1640 inCOMPIELO........oueiritit ittt e, 450 ml
Glutamina (CsH1oN2O3) .. .e e e, 0.2 mM
Piruvato de sodio (C3H3NaO3)......c.oviiniiii e, 0.1 mM
Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanol sulfonico (HEPES) (CgH1gN2O.S)............ 1 mM
B-mercaptoetanol (HOCH2CHSH). ... 0.1 uM
Gentamicina (Co1HazNsO7). .o 40 pg/mL
Suero fetal DOVING (SFB).....cuiuiiii e 10 %

ESTERILIZACION POR FILTRACION.

Solucién con enzima (colagenasa)

Colagenasa tipo IV (Worthington Biochemical Corporation, USA).................. 150 U/mL
Medio RPMI-1640 incompleto

ESTERILIZACION POR FILTRACION.

Solucion amortiguadora de carbonatos pH 9.6

Carbonato de sodio (NazCO3) 0.5 M.....uieiiiiiii e e e 2.5 mL
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.5 M......o.iiiiriiiii et 7.5 mL
Aguadestilada...... ..o c.b.p. 100 mL

ESTERILIZACION POR FILTRACION.

Solucion salina amortiguadora de fosfatos 10X (PBS 10X) pH 7.2-7.4

Cloruro de s0dio (NaCI).......oiniii e 1370 mM
Cloruro de potasio (KCI).......oiiiiiii e e e e e 27 mM
Fosfato de sodio dibasico (NazHPOyg).....ovininiii e, 43 mM
Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4)........ooviiniii e, 14 mM
Agua destilada

ESTERILIZACION POR AUTOCLAVE

99

——
| —



Solucion de Percoll al 100%0

Percoll €StEril COMETCIAL. . ...ttt e e 9mL

SOIUCION PBS 10X €StEril......viuieitiiie e c.b.p.10 mL

Solucion de Percoll al 44%
Solucion de percoll al 100%%6. ... .o.viiniiii e 4.4 mL
Solucion PBS 1X esteril........oooiiuiiiiiiii e c.b.p.10 mL

Solucion de Percoll al 67%
Solucion de percoll @l T00%6. ... ...ouieii e 6.7 mL
Solucion PBS 1X esteril........cooiiuiiiiiiii e c.b.p.10 mL

Soluciones no estériles para ELISPOT
Solucion de azul de tripano
AZUL A trIPANO. ... e 0.4 %

Solucion salina fisiol6gica

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

Cloruro de s0dio (NACI)......c.oiiniii i e 137 mM
Cloruro de potasio (KCI).......oiiiiii e 2.7 mM
Fosfato de sodio dibasico (NazHPOg).........cooviniiii i 4.3 mM
Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4).... ..., 1.4 mM
Agua destilada

Solucién PBS-Tween

Solucion de PBS .. ... o, c.b.p.
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026). ... vvvviviviiiniieennn, 0.05 %
Agua destilada
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Solucion PBST-BSA

SOIUCION U PBS. ..o ettt e c.b.p.
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026) ..+ vvvvvvvniviiiiiinnnn. 0.05 %
Albiimina sérica bovina (BSA)........oiii 1 %
Agua destilada
Soluciones para ELISA

Solucion general para la técnica de ELISA 1gG pH 8.0

Tris (hidroximetil) aminometano (Tris) [([HOCH2)sCNHz].........coviiiiiiiina. 50 mM
Cloruro de s0dio (NaCI)......o.uinui e 0.14M
Agua destilada

Solucion de lavado para la técnica de ELISA 1gG

Tris (hidroximetil) aminometano [(HOCH2)sCNHa].........ooiiiiiii 50 mM
Cloruro de s0dio (NaCl)......o.oinei e 0.14M
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026)....vvvvnvviviniineeennnne. 0.05 %
Agua destilada

Solucion de bloqueo para la técnica de ELISA 1gG

Tris (hidroximetil) aminometano [(HOCH2)sCNHz2].....cooviviiiiii i, 50 mM
Cloruro de s0dio (NACI).......oiiiiii e e e 0.14M
Albtimina sérica bovina (BSA).......c.oiiiii 1%
Agua destilada
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Solucion de dilucion para la técnica de ELISA 1gG

Tris (hidroximetil) aminometano [(HOCH2)sCNHz].....coovivviiiiiii, 50 mM
Cloruro de s0dio (NACI)......ouiineiii e e 0.14 M
Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026) ... cvvvvviviniiiiniiienee. 0.05 %
Albiimina sérica bovina (BSA)........oiiii 1 %
Agua destilada

Solucién amortiguadora de citratos pH 5.0

Citrato de sodio dihidratado (CsHsNazO7:2 HyO)..ovovviniinii e 0.02M
Acido citrico monohidratado (CeHgO7.HaO).....uovvniieeie e, 0.01 M
Agua destilada

Solucion de 3,3",5, 5"-tetrametilbenzidina

3,3",5, 5" -tetrametilbenzidina (TMB) (C16H20N2)...ovivviiii 1 mg/mL
Dimetilsulfoxido (DMSO) (CH3SOCHs3)

Mantener a -20 °C

Solucion de revelado para la técnica de ELISA 1gG

3,3',5, 5" -tetrametilbenzidina (TMB) (C16H20N2) [1 mg/mL]............c.ooiiiniiinn.. 1 mL
Perdxido de hidrogeno (H202) al 30% (V/V).uieee i 2 uL
Solucion amortiguadora de citratos pH 5.0.......ooviiiiii 10 mL

Solucién de paro para la técnica de ELISA 1gG
ACIAO SUIFUMICO (HaSO4). .o, 2M
Agua destilada
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Solucion general para la técnica de ELISA IgA (PBS-Tween) pH 7.4
Solucion de PBS. ... i c.b.p.

Polioxietilen sorbitan monolaurato (Tween 20) (CsgH114026) ...+ vvvvvnvninviiiiiinan.n 0.05 %

Agua destilada

Solucién amortiguadora de dietanolamina

Dietanolamina (C4H11NO2) . ...vo i e, 1 mM
Cloruro de magnesio (MgCla) 0.5 M. ..o e, 1 mL
Aguadestilada. ..o, c.b.p. 1000 mL

Solucion stock de p-nitrofenil fosfato (PNPP)

p-nitrofenilfosfato (PNPP).........oooiiiii e 1 g/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]........coooiiii e 100 pL
Solucion amortiguadora de dietanolamina..............ccooviiiiiiiiiii 10 mL
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