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RESUMEN
GARCIA OSNAYA VICTOR ALFONSO. Andlisis de la respuesta inmune sistémica

y mucosal en lechones inmunizados perinatalmente con ovoalblimina. QFB PhD

Marco Antonio Vega Lopez y MVZ MC Alejandro Vargas Sanchez.

El objetivo del experimento fue comparar las respuestas de IgG e IgA a nivel
sistémico y en mucosas en lechones inmunizados con ovoalbumina (OVA) en la
primera semana de vida. Se utilizaron dos grupos de cerdos sanos convencionales
(Landrace x Yorkshire) provenientes del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension de Produccion Porcina de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México, el primero de 2 dias
de edad (2d) y el segundo de 7 dias (7d). Cada grupo estuvo conformado por diez
animales, siete de ellos experimentales y tres controles. El disefio consistio de tres
inmunizaciones, con un intervalo de diez dias entre cada una. Las primeras dos se
aplicaron de manera subcutanea (SC), en la base de la oreja y la tercera fue por
via intranasal (IN). Se tomaron muestras de suero, fluido nasal, saliva y secrecion
vaginal (a las que eran hembras) a los 0, 10, 20, 27, 41 y 55 dias post-
inmunizacion (dpi). Las muestras se mantuvieron en congelacion hasta el
momento de ser utilizadas. Se empled la técnica de ELISA cuantitativa para
detectar anticuerpos especificos de cada muestra y se realizd un analisis
estadistico (t Student). Los resultados fueron: la respuesta de IgG e IgA anti-OVA
en suero aparecié hasta después de la segunda inmunizacion. El grupo de 7d tuvo
una significativa mayor (P< 0.001) en contra del grupo de 2d para IgA a partir de

los 20 dpi. En las mucosas los niveles mostraron una tendencia que indic6 mayor
1



respuesta en el grupo de 7d, aunque sin alcanzar significancia estadistica
consistente. Se concluyé que los lechones son capaces de montar respuesta
inmune sérica a la inmunizacion dependiendo de la edad, siendo mejor la

respuesta en animales de 7d que en los de 2d.



1. INTRODUCCION

Las vacunas han resultado ser una herramienta muy efectiva para la
prevencién de enfermedades en cualquier especie animal. Su valor radica en la
activacion del sistema inmune en contra de un antigeno especifico (1).

La respuesta que genera el sistema inmune luego de la aplicacién de una
vacuna puede ser sistémica, mucosal (local) o ambas. Una caracteristica que se
desea después de la vacunacién es promover una respuesta eficiente a nivel
sistémico y local, lo que depende inicialmente de la via de inmunizacién, porque la
inmunizacion directa en las mucosas, como la oral o nasal, generalmente induce
tolerancia, mientras que la via intramuscular, que es la mas difundida en vacunas
de uso veterinario, favorece solo a la respuesta sistémica, y otras vias, como la
transcutanea (TC) y subcutanea (SC), generan ambas respuestas pero tienen una
inclinacion hacia la respuesta sistémica (1, 2, 3).

La respuesta inmune local es importante porque es donde suele ocurrir el
primer contacto con los patdégenos, por lo que seria deseable activar los
mecanismos de defensa especificos en mucosas, por medio de la vacunacion,
para evitar la infeccion (2, 3, 4). Por tal motivo se han estudiado protocolos de
vacunacion para generar respuesta a nivel sistémico y local, principalmente en las
vias aéreas. Ya que el protocolo de inmunizacion mas efectivo en cerdos
destetados, fue el mixto, esto es, SC/SC/intranasal (IN) (2).

La mayoria de los estudios acerca de la respuesta inmune en mucosas,

después de una inmunizacion o vacunacion, son en animales que tienen su



sistema inmune desarrollado, por lo que son poco los datos existentes sobre la
respuesta a nivel mucosas con una inmunizaciébn perinatal, ya que
tradicionalmente se dice que un animal de esa edad no responde efectivamente a
la vacunacion debido al poco desarrollo de sus sistema inmune y solo los
mecanismos inespecificos de defensa y los anticuerpos proporcionados por la
lactancia, confieren la proteccion efectiva contra los patégenos ambientales (1),
aunque solo protegen contra aquellos con los que tuvo contacto la madre gestante
(). Si se tiene en cuenta que el primer sitio de contacto de los patégenos con el
animal son las mucosas, se necesita saber que ocurre con la inmunidad especifica
(anticuerpos) local en el periodo perinatal y si es posible activarla por medio de la
inmunizacion, ya que esto ayudaria a generar esquemas de vacunacion que se
puedan utilizar antes de la etapa de destete, que en animales de produccion, viene
acompafado del inicio del calendario de vacunacion lo que aumenta el estrés de

la etapa.

1.1. ANTECEDENTES

México contaba en el 2009 con 979,348 unidades de produccion de ganado
porcino, con la existencia de 9, 021,129 cabezas (5) y una produccion superior a
956 mil toneladas de carne de porcino reportada en 2010 (6), ubicando a la
porcicultura dentro de las actividades pecuarias mas importantes del pais.

Dentro de los problemas con mayor impacto que afectan a esta actividad se
encuentra la mortalidad durante la lactancia y el destete, ya que en esos periodos

los lechones son altamente susceptibles a los patdgenos, ya sea porque Su
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sistema inmune no esta bien desarrollado o debido a una toma insuficiente de
calostro o a la existencia de problemas en las practicas de manejo dentro de la
granja (7).

La mortalidad pre-destete puede variar entre 4% y 20%, y puede
representar hasta 25% del retorno econémico pero, en casos extremos, puede
alcanzar 50 - 100% de mortalidad, como sucede en granjas afectadas por la
enfermedad de Aujeszky (7, 8).

Los agentes que causan enfermedades respiratorias pueden llegar a matar
al animal o, en caso de que sobreviva, provocar un retraso en el crecimiento
debido al dafio pulmonar que ocasionan, el cual genera una disminucion en la
ganancia diaria de peso (GDP) (Tabla 1), ocasionando que se alargue el periodo

de engorda y con eso se incrementen los costos de producciéon (8, 9, 10).

Tabla 1. Relacion dafio pulmonar - disminucion de GDP (10)

% de pulmon Disminucion de
afectado la GDP (%)
1-10 3
11-20 8
21-30 15
>30 >19

Por lo anterior, un esquema de vacunacion que genere una respuesta inmune
local especifica en lechones lactantes seria deseable, debido a que las mucosas
respiratoria y digestiva son los primeros sitios en ser invadidos y desafiados por

los antigenos ambientales. Ademas, si el animal cuenta con esta proteccion, una
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vez que ocurra el destete se aumenta la probabilidad de supervivencia al
contrarrestarse factores como la disminucién de anticuerpos maternos, el estrés
del cambio ambiental y de alimentacion, asi como los cambios generados en la

microbiota, que lo vuelven susceptible a enfermedades en esa etapa (5).

1.2. LA RESPUESTA DEL SISTEMA INMUNITARIO

Los animales cuentan con diversas formas de proteccién en contra de los retos
antigénicos medio ambientales, y cada una cuenta con diferentes caracteristicas y
finalidad. Asi, un animal al nacimiento no se encuentra totalmente indefenso ante
el paso de un ambiente estéril (Utero) a otro lleno de retos antigénicos, ya que
cuenta con mecanismos de proteccion innatos, como la fiebre, el sistema del
complemento o las células “natural killer’ (NK), que se activan a través de
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que detectan patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPS), en especial los expresados por las
células dendriticas (DC), principales inductoras de la respuesta inmune (1, 11).

Por otro lado, los animales tienen una proteccion inmunitaria especifica,
mediada por linfocitos, dirigida a antigenos especificos, los cuales la pueden
encaminar hacia la respuesta humoral (anticuerpos) o celular, ademas de poder
ser a nivel sistémico o local (mucosas) (1). Esa proteccion se puede presentar de
dos formas, una es conocida como inmunidad pasiva, que se caracteriza por la
transferencia, por diversas rutas, de componentes del sistema inmune de un
animal, por ejemplo los anticuerpos, a otro animal que no presente estos

componentes, el cual obtendra una proteccion que no fue generada por su
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organismo, con el inconveniente de que el nivel de proteccion va decreciendo a lo
largo del tiempo. Esta proteccion se presenta en los animales recién nacidos y
lactantes (1). La otra forma es como inmunidad activa o adaptativa que, al
contrario de la pasiva, se monta por medio de los componentes del sistema
inmunoldgico del animal, por lo que este tipo de respuesta inmune esta presente a

lo largo de la vida del animal y genera memoria (1).

1.2.1. CARACTERISTICAS DE LA INMUNIDAD PASIVA

NATURAL

Dependiendo de la especie, puede haber transferencia de anticuerpos
maternos a nivel de placenta, calostro y leche. En el caso de los lechones no hay
transferencia por placenta, debido a que esta es de tipo epiteliocorial, lo que
impide el paso de los anticuerpos (Abs) maternos circulantes al producto, por lo
gue la adquisicién de inmunidad pasiva solo se lleva acabo con la ingesta de Abs
contenidos en el calostro y leche que posteriormente son absorbidos por los
enterocitos. Esas secreciones tienen diferentes concentraciones de
inmunoglobulinas, siendo la 1gG la de mayor concentracion en calostro la cual
protegerda principalmente a nivel sistémico. En la leche, la de mayor concentraciéon
es la IgA, que servira principalmente para proteger el intestino (13). Esto se debe a
gue solo el 70% de la IgG es sintetizada en la glandula mamaria y el resto se
obtiene de su transporte de la sangre a la secrecion mamaria por via transepitelial,

gue tiene mayor actividad tres semanas antes del parto, lo que coincide con la



sintesis de calostro. En contraste, la IgA presenta mas del 90% de produccion a

nivel local y muy poca es transportada desde la circulacion (1, 16).

Por lo descrito anteriormente, este tipo de proteccion inmune tiene diversas
desventajas y limitantes, como el que los anticuerpos maternos solo seréan
especificos contra los antigenos que hayan estado en contacto con la madre
durante la gestacion (1, 16), que el nivel de proteccion va a ir disminuyendo a lo
largo del tiempo y por lo tanto no se prolonga a lo largo de la vida del animal,
debido a la vida media de los Abs maternos, que puede ser de dos a tres dias
para las IgA y de seis hasta 22 dias para la IgG (1, 16, 17). Otra limitante para la
proteccion del animal, es su caracter predominantemente sistémico, ya que la
proteccion depende del hecho de la absorcién de las Ig y su transporte a la
circulacion, dejando casi indefensas las mucosas, que como se sabe, son el
primer lugar de contacto antigeno-animal y la principal via de entrada de

patogenos (1).

1.2.2. CARACTERISTICAS DE LA INMUNIDAD ACTIVA O

ADAPTATIVA

Con esta inmunidad el organismo genera los anticuerpos especificos que
necesite por medio de los linfocitos T, que maduran en el timo y que luego seran
capaces de secretar citocinas, y los linfocitos B que se originan en la médula 6sea
a partir de células madre hematopoyéticas y que producen los anticuerpos al

convertirse en células plasmaticas (18).



La inmunidad activa genera proteccion, tanto a nivel sistémico como a nivel
de mucosa, debido a que los macréfagos y DC capturan el estimulo antigénico de
la periferia y viajan a los sitios donde residen las células T y B, para presentarles
los antigenos ya procesados y asi iniciar una respuesta inmunitaria. Esos sitios
son conocidos como érganos linfoides secundarios, como el bazo, que participan
principalmente en la inmunidad a nivel sistémico, asi como los érganos linfaticos
terciarios, que estan mas conectados a la respuesta inmune local, por ejemplo los
linfonodos y la lamina propia de las mucosas (18).

La principal limitante de una respuesta inmune activa es el tiempo que tarda
en manifestarse, ya que sus componentes van madurando a través de las
primeras semanas de vida, mientras tanto el animal tiene proteccion contra los
antigenos por medio de los anticuerpos maternos adquiridos pasivamente vy, al
momento en que estos van decreciendo, se presenta la inmunidad activa. Se
considera que existe un punto, denominado “ventana critica”, durante la transicién
de un tipo de respuesta a otro, en el cual aumenta la susceptibilidad del animal a
las enfermedades debido a que la cantidad de anticuerpos maternos ya no es
suficiente para seguir confiriendo proteccion y, a su vez, la maduracion y
activacion de los linfocitos del neonato ain no es completa como para generar una
proteccion contra los patdégenos. Aun asi, la caracteristica de poder montar una
respuesta especifica y generar memoria, que acompafiara al animal a lo largo de
su vida, le da mayor ventaja sobre la inmunidad pasiva (1, 14, 19).

El desarrollo y generacion de los componentes inmunolégicos se ve alterado

por diversas causas. De las mas cotidianas son las situaciones que producen
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estrés, ya que puede disminuirse la capacidad de respuesta del sistema
inmunitario (inmunodepresion) (1, 14, 19). Un ejemplo de una situacion estresante,
en los mamiferos domésticos, es la etapa del destete, que provoca estrés por los
cambios drasticos en la alimentacion, la separacion de la madre y/o hermanos, un
nuevo ambiente debido al cambio de jaula, &rea y/o presencia de individuos
desconocidos, cambios en la microbiota mucosal y demas situaciones propias de
este ciclo productivo, dando como resultado un animal susceptible a los patégenos
y volviendo criticos estos dias ya que puede aumentar la tasa de morbilidad y/o
mortalidad (1, 14, 19).

1.3. EL SISTEMA INMUNITARIO MUCOSAL

Debido a la importancia de las mucosas como sitios primarios de contacto y
entrada de agentes patdgenos, se debe entender como se da una respuesta
inmune activa a este nivel. El sistema inmunitario en las mucosas esta conformado
por compartimientos difusos, como los ubicados en el epitelio y la lamina propia, y
otros bien definidos, como los linfonodos. Ese tejido linfoide asociado a las
mucosas (MALT), dependiendo de su ubicacién anatébmica, recibe un nombre
especifico, como para los casos del tejido linfoide asociado al intestino (GALT), el
asociado a la nasofaringe (NALT) y el asociado a los bronquios (BALT), que tienen
caracteristicas propias, dependiendo de su localizacion y de la especie animal. Un
ejemplo es el BALT en el cerdo, cuya presencia al nacimiento es variable, es decir,
gue se va a desarrollar principalmente ante la estimulacién antigénica postnatal,

caracteristica que comparte con los humanos y que lo diferencia del de los
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roedores donde es constitutivo. Ya sea un compartimiento difuso o bien definido,
ambos participan en la generacion de una respuesta inmune activa ante la
presencia de un antigeno (20, 21, 22).

La participacion de los distintos tipos de MALT en la generacion de la
respuesta inmune adaptativa es a través de sitios inductores, en los cuales se
dard la presentacién de antigenos y la induccién de una respuesta inicial (4); y
sitios efectores, donde esa respuesta inducida se llevara a cabo.

Los sitios inductores poseen una region enriguecida con linfocitos, macréfagos
y algunas células plasmaticas, estan cubiertos por un epitelio con células
especializadas en el muestreo de antigeno conocido como epitelio asociado a
foliculos (FAE), con células M (4, 23). Debajo de esas regiones se encuentran
foliculos de células B, que contienen centros germinales (GC), donde ocurre una
seleccion y division bastante significativa de esta clase de células, ya que las
células B de alta afinidad son las que se acumularan principalmente aqui y se cree
gue las células dendriticas foliculares (FDC) y las células T cooperadoras CD4+
(Th CD4+) juegan un papel importante en la seleccion de estas células B (24).
Estos GC son considerados como los sitios donde las células B hacen el cambio
para producir IgA, ademas de poseer la mayor parte de células B IgA+ (3, 4, 23,
25).

Después de ser presentado el antigeno a las células linfoides en los sitios
inductores, éstas lo abandonan por la via linfatica para pasar a la circulacion
sistémica y, por ecotaxia (homing), poder llegar a los sitios efectores, como la

lamina propia de las mucosas respiratoria, gastrointestinal y reproductiva, en
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donde son retenidas, e inicia un proceso de clonacion las células B gracias a la
influencia del antigeno, células T y citocinas, con la finalidad de transformarse,
mayoritariamente, en células plasmaticas maduras productoras de IgA, enfocadas
a la proteccion inmune local (3, 4, 25).

Las células linfoides, una vez que han alcanzado la circulacion sistémica,
puedan llegar a lugares efectores de mucosas distintos a la original, donde pueden
ser retenidas y se podran clonar y madurar en células plasmaticas productoras de
anticuerpos. A esta distribucion de las células, de un sitio inductor a otro sitio
efector en otra region, se le denomina “sistema inmune mucosal comun”, y la
suposicion de la existencia de este sistema ha sido por evidencia indirecta, por
ejemplo, la ingestién de bacterias y virus inducen anticuerpos en saliva, leche y
lagrimas de forma paralela. (4, 22, 26, 27).

Ademas de los sitios inductores y efectores, 1o que caracteriza una respuesta
activa en una mucosa es la presencia de la IgA como el anticuerpo principal para
la proteccion, que es transportada por medio de receptores especificos (plgR) del
epitelio a la superficie de la mucosa (20, 28). Y es la IgA secretoria (SIgA) dimérica
0 polimérica, y no la IgA sérica, que es monomérica, la que ocupa mas del 80%
de los anticuerpos producidos en el MALT (4). Esto se explica por las propiedades
de la SIgA que son: el poder neutralizar los virus y aglutinar bacterias mejor que su
contraparte monomérica, ademas de ser capaz de funcionar en ambientes ricos de
enzimas proteoliticas (4). La forma en que la SIgA actia para brindar una
proteccion inmune es por medio de la exclusion inmune, que es un mecanismo de

accion que evita o limita la adherencia y/o absorcion de material antigénico, junto
12



con la formacion de complejos inmunes no dafiinos, en contraste con los formados
por IgG e IgM, que neutralizan las enterotoxinas bacteriales y a los virus con
tropismo entérico y aglutina una gran variedad de microorganismos entero-
patogénicos (3, 4, 9, 16, 20, 28, 29), pero, a su vez, inician procesos Mas
agresivos de inflamacion por su capacidad de fijar complemento y activar células.

Para que la IgA pueda estar presente en la respuesta, necesita ser regulada y
esto se logra con ayuda de las citocinas, induciendo a las células B a diferenciarse
en células plasméticas IgA y favorecer el cambio de isotipo a IgA (4). Dentro de las
citocinas que ayudan a estos procesos se encuentran la interleucina 10 (IL-10) y al
factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) que son secretadas por las
Th CD4+ ubicadas en el MALT y participan en la diferenciacion de las células B
comprometidas para IgA localizadas en mucosa (3).

Otras interleucinas participantes en el proceso de regulacion de la respuesta
de IgA son la IL-5 y la IL-6, que son las citocinas mas efectivas para inducir a las
células B a diferenciarse en células secretoras de IgA. Sin embargo, la IL-6 resulta
ser mas efectiva que la IL-5 en el proceso terminal de diferenciacion, debido a que
la IL-5, aparentemente, solo tiene efecto sobre células B comprometidas a la
produccion de IgA (4, 28). Ahora bien, para que las IgA producidas por las células
plasmaticas lleguen a las secreciones de las mucosas con ayuda de los plgR,
estas se deben encontrar polimerizadas, ya sea en forma de dimeros o polimeros,
lo que logran a través de una cadena de union o cadena J, la cual lleva a cabo la
polimerizacién antes de que la célula libere a las inmunoglobulinas, generando

principalmente dimeros, esto da como resultado la generacion de SIgA (28).
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Como se menciond con anterioridad, en la leche de las cerdas la Ig en mayor
concentracion es la SIgA, debido a que la leche es una secrecion que esta en
contacto con la mucosa de la glandula mamaria. También, se debe recordar que al
ser generada por una respuesta inmune activa, estos polimeros de IgA solo seran
especificos a los antigenos a que se haya expuesto la madre, principalmente en la

mucosa del tracto digestivo (28).

1.4. INMUNIDAD NEONATAL

Los animales jovenes poseen mecanismos inmunologicos que los protegen; los
lechones solo adquieren anticuerpos maternos por la ingesta de calostro y leche,
por absorcion en intestino de las Ig contenidas en estas secreciones, las cuales
son principalmente 1gG en calostro, que estan enfocadas a la proteccion sistémica
y la SIgA en leche, que protegera localmente al intestino (13). También, los
neonatos son capaces de montar una respuesta inmune activa, a pesar de que se
considera que los animales muy jovenes son inmunodeficientes (30), debido a que
las células T del neonato tienen un umbral alterado de respuesta (31) y que sus
células presentadoras de antigeno (APC), principalmente las DC, no regulan ni
expresan eficientemente las moléculas adecuadas para realizar sus funciones (32,
33). También los anticuerpos maternos, que se ubican a nivel sistémico, afectan la
generacion de una respuesta inmune activa, inhibiendo la respuesta de los
linfocitos B del recién nacido, ocasionando que no se pueda obtener una
proteccion eficiente en contra de un reto antigénico por medio de la inmunidad

activa de caracter humoral (1, 12, 13, 29). Sin embargo, se ha observado que un
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animal lactante si puede montar una respuesta inmune humoral a un antigeno del
cual no posea anticuerpos especificos de la madre (1, 31) y se hipotetiza que para
la existencia de una respuesta inmune activa por parte del neonato, se necesita de

la colonizacion de su organismo y la exposicion a los PAMPs (34, 35, 36).

1.5. INMUNIDAD PERINATAL EN LAS MUCOSAS DE
ANIMALES

El lech6n neonato tiene desarrollado su sistema inmune sistémico, sin
embargo, el sistema inmune en mucosas es practicamente ausente debido a la
poca cantidad de linfocitos presentes en los sitios inductores y efectores, los
cuales se van poblando conforme pasan los dias. La mucosa intestinal sirve de
ejemplo (tabla 2) ya que cuenta con placas de Peyer (PP), que consisten en
foliculos sumamente pequefios e inmaduros, rodeados por pocas células Ty en la
lamina propia de las vellosidades intestinales solo cuenta con unas cuantas APC y
son casi inexistentes las células T en los primeros dias, y es hasta la séptima
semana de edad cuando el sistema inmune de la mucosa intestinal es equiparable
al de un animal adulto (36, 37, 38). Por medio de diversos estudios se ha
observado que el desarrollo del sistema inmune local en la mucosa intestinal se

promueve por medio de la exposicion a la microbiota (34, 35, 40, 41, 42, 43).
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Tabla 2. Desarrollo del sistema inmunitario en la mucosa intestinal de lechones
(41)

Nacimiento | Cumulo de linfocitos sin estructura inmunoldgica definida en zonas

de futuras placas de Peyer.

2 primeras Colonizacién intestinal de linfocitos que expresan CD2.
semanas Placas de Peyer se organizan.
2 — 4 semana Colonizacion con linfocitos T CD4+ en lamina propia.

Aparicion de células B que expresan IgM.

5 semana Linfocitos CD8+ empiezan a aparecer.

Aparecen células B IgA+ en criptas intestinales.

7 semana La estructura del sistema inmune ya es comparable con la de una

animal adulto.

Se tiene conocimiento de que un animal de tres semanas de edad puede
tener una respuesta inmune circulante hacia virus vivos y a componentes de la
dieta, sin embargo esta respuesta no es ni cualitativa ni cuantitativamente igual a
la de un animal de mayor edad (41), pero se desconoce lo que ocurre en las

mucosas a esas edades.
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Por lo anterior, queda clara la importancia de comprender mejor el
desarrollo del sistema inmune y los mecanismos que emplea, en las distintas
etapas del desarrollo, para generar una proteccion a nivel de mucosas que ayude
al animal a enfrentar los retos antigénicos que se presentan, principalmente en las
primeras semanas de vida.

Esa informacion puede mejorar la generacién y desarrollo de nuevos
esquemas Yy sistemas de inmunizacién junto con mejores tecnologias para el

desarrollo de vacunas.

1.6. INDUCCION DE LA RESPUESTA INMUNE EN MUCOSAS

POR VACUNACION

Una inmunizacion por via intramuscular (IM) genera una respuesta inmune
sistémica predominantemente de IgG, pero la respuesta en las mucosas es nula o
muy pobre, por lo que se requiere de otras rutas capaces de generar un respuesta
efectiva en mucosa. Se ha comprobado que la via SC es capaz de generar una
respuesta principalmente a nivel sistémico, aunque también se detectan IgG, IgA e
SIgA en mucosas (49).

La forma mas obvia de generar una respuesta inmune en las mucosas es
aplicar la vacuna directo en la mucosa donde se requiere la inmunidad. Asi,
existen vias de vacunacién como la IN y oral (PO) que inducen una respuesta a
nivel de mucosa y otra a nivel sistémico (3, 27, 45). Sin embargo, la vacunacion
directa en mucosas tiene limitantes, una es la certeza reducida de que el animal

reciba la dosis adecuada de antigeno capaz de generar una respuesta efectiva, ya
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sea porque se degrade, como puede suceder en la via oral, o por la expulsién del
antigeno por mecanismos como el estornudo si se aplica en forma IN. Por ello se
tienen que usar esquemas de dos o mas inmunizaciones, corriendo el riesgo de
generar tolerancia al antigeno en vez de respuesta. Para evitar esto se emplean
adyuvantes oleosos, téxicos o grandes cantidades de antigeno, que hacen
impracticable las vias mucosales de administracion de inmundgenos en sistemas
de produccion o en los humanos (22, 46, 47), por lo que deben desarrollarse
nuevos protocolos de inmunizacion, efectivos para las mucosas.

En medicina veterinaria se cuenta con pocas vacunas de uso comercial que se
apliquen por la ruta IN o PO. En las aves de produccion se tienen mas vacunas
gue se aplican por estas rutas que en otras especies, los ejemplos de vacunas
contra enfermedades en aves aplicadas por via mucosal son: contra Newcastle,
bursitis infecciosa aviar y bronquitis infecciosa, que pueden ser aplicadas oral, IN,
u ocularmente dando buenos resultados mientras el manejo para su aplicacion sea
el adecuado, teniendo por caracteristica: ser de virus atenuados que generan una
fuerte y efectiva respuesta local al tener los mecanismos de invasion de los
patdogenos (50, 51). Los ejemplos en otras especies es la vacuna contra la
enfermedad de las perreras por la ruta IN y por la misma via a los cerdos contra
Bordetella bronchiseptica, que, al igual que las vacunas en aves, estan
constituidas por el antigeno atenuado, lo que da una respuesta inmune local

eficiente (50, 51).
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1.7. VACUNACION A TEMPRANA EDAD

Los principales problemas que enfrenta una vacunacion para inducir una
respuesta inmune a temprana edad son: a) la inmunosupresion causada por los
anticuerpos maternos (1) y b) la inmadurez del sistema inmune del neonato (30,
31, 32, 33). Estos problemas se pueden superar utilizando el antigeno, adyuvante,
dosis, ruta y esquema de vacunacion mas conveniente, ya que en diversos
estudios se ha observado respuesta en animales jovenes después de una
vacunacion en etapa temprana (30, 31, 32, 33). Sin embargo, no se han
generalizado estos métodos de vacunacion en los animales de produccion debido
a la falta de un esquema de inmunizacién preciso en la especie de interés, el poco
conocimiento de los mecanismos que activan la inmunidad en animales jovenes, el
desconocimiento de los efectos a largo plazo de una vacunacion temprana o
sencillamente la poca certeza y confiabilidad de la generacion de una respuesta
inmune por parte del lactante (45, 52, 53, 54).

En las explotaciones porcinas, existen muy pocas situaciones y enfermedades
en las que se recomiende la vacunacion de los animales lactantes. Un ejemplo, es
la vacunacion contra la micoplasmosis, en caso de que la madre no haya sido
vacunada, sugiriéndose la vacunacion de los lechones entre los siete y 10 dias de
edad, con un refuerzo a la segunda o tercera semana post-vacunacion (55). Otro
escenario conveniente para vacunar a los neonatos es cuando una granja tiene
una alta incidencia de rinitis atréfica, en cuyo caso se recomienda vacunar a los

lechones 2 veces, la primera a la semana de edad y la segunda tres a cuatro
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semanas después (55). También se puede vacunar a la tercera semana de edad
contra la salmonelosis y de los 10 a 12 dias de edad contra Streptococcus suis
utilizando vacunas autégenas o comerciales (55). Esta vacunaciones se realizan
por ruta IM, por la mayor facilidad para su aplicacién, pero esto implica que los
lechones generaran principalmente respuesta sistémica, por lo que los animales
no presentaran enfermedad pero podrian volverse portadores sanos ya que no se
evita la colonizacion de los patdgenos, viéndose solo disminuida la mortalidad
pero no la morbilidad.

Se ha descrito que una vacunacion temprana, que consta de dos o mas
inmunizaciones separadas por un periodo de tiempo relativamente largo (dos
semanas), esta no va a generar una respuesta favorable con la primera
inmunizacion, pero produce una sensibilizacion o priming y la generacion de
memoria en contra del antigeno, que se vera reflejada con una respuesta Optima
después de la segunda inmunizacién, inclusive si el animal tiene anticuerpos
maternos, un ejemplo es la vacunacion contra hepatitis en infantes (33, 49, 54, 56,
57, 58). Sin embargo, estos esquemas han utilizado vacunas IM, las cuales no
generan una respuesta inmune a nivel mucosas, por lo que no evitan la infeccion,
solo impiden que se presente el cuadro clinico de la enfermedad (33, 49, 54, 56,
57, 58).

Se ha sugerido, por evidencias indirectas, que una interaccién Optima de las
APC y las células T son la clave para que la respuesta inmune en un animal

lactante sea equiparable a la de un adulto (54).
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2. JUSTIFICACION

Ya que el lechdn es susceptible a las infecciones, tanto en la lactancia como al
destete, donde llega con niveles de anticuerpos maternos reducidos y sufre el
estrés que le provoca el cambio de alimentacion y ambiente, seria Gtil inmunizarlo
en la lactancia para que esté protegido inmunoldgicamente durante esta etapa y
también cuente con proteccion a nivel mucosal contra los desafios del destete. La
inmunizacién IM provee de una respuesta inmunolégica sérica solida, pero las
mucosas permanecen vulnerables ya que la IgG producida no atraviesa el epitelio
mucosal. De ahi la importancia de conocer la edad en la cual el lechdn lactante es
capaz de responder adecuadamente en sSus mucosas a un esquema de

inmunizacion temprana que induzca inmunidad sistémica y local.
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3. HIPOTESIS

La maduracion del sistema inmunolégico de las mucosas en el lechon depende
de la edad y su respuesta puede inducirse tempranamente con un protocolo de

inmunizacién mixto parenteral (SC) y mucosal (IN).
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4. OBJETIVO

Evaluar la respuesta inmunoldgica de anticuerpos en secreciones de mucosas
y suero en una etapa perinatal utilizando un protocolo de inmunizacién mixta

(SCISC/IN).

4.1. OBJETIVO ESPECIFICO

1. Cuantificar la respuesta de IgG e IgA especificas contra ovoalblimina (OVA)
en muestras de suero, saliva, secrecion nasal y vaginal por el método de

ELISA, en lechones inmunizados a los 2 y 7 dias de edad.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

El esquema del experimento se muestra en la figura 1 y consistio en:

1. Inmunizar lechones de 2 o 7 dias de edad (n=7/grupo), utilizando como

antigeno OVA, por la via mixta SC/SC/ IN. A los controles (n=3/grupo) no

se les administra ninguna sustancia.

2. Tomar muestras de suero, saliva, secreciones de la mucosa nasal y vaginal

a los dias experimentales cero, 10, 20, 27, 41y 55.

Edad (dias) de los grupos

Grupo de 2d 2 12 22 29 43 57
Grupo de 7d 7 17 27 34 48 62
Inmunizaciones I I I I I I
y muestreos SC SC IN
Duracion del 0 10 20 27 41 55
experimento
(dias)

Figura 1.Diseflo experimental. Se muestra la edad en dias de los animales. La edad y dia del

experimento cuando se realizaron la inmunizacion y muestreos. 2d= dos dias de edad 7d= siete

dias de edad SC= inmunizacion subcutanea IN= inmunizacion intranasal.
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6. MATERIAL Y METODOS

Animales

Los animales utilizados fueron del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) perteneciente a la Universidad Nacional Autnoma
de México (UNAM) en donde se maneja una linea Landrace x Yorkshire.
Derivados de la produccién se tomaron dos camadas de diez animales cada una.
Una camada fue de lechones de dos dias de edad (2d) y otra de siete dias de
edad (7d) al inicio del muestreo. Se utilizaron siete animales experimentales y tres
controles en cada camada, elegidos aleatoriamente. Las camadas provinieron de
madres clinicamente sanas y los lechones también se encontraban clinicamente
sanos al inicio del experimento. Tanto las cerdas como los lechones recibieron los
procedimientos regulares de manejo propio de la granja en cuanto a castracion,
medicacion, dieta, destete, aplicacion de hierro, vacunacion. El destete se realiz6
al dia 24 de edad y fue por camada, es decir los animales fueron acomodados en

distintos corrales, sin mezclarlos con cerdos destinados a la linea de produccion.
Toma de muestras

Para la obtencion del suero, la muestra sanguinea fue tomada de la vena
cava en tubos al vacio sin anticoagulante. Después de la retraccidon del coagulo se

centrifugo el tubo para obtener el suero requerido.
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Con hisopos de algodon se tomaron muestras de saliva, secrecion nasal y vaginal.
Los hisopos se pusieron en tubos Eppendorf y se conservaron a 4°C en todo
momento, para su posterior centrifugacion®. El liquido obtenido de la
centrifugacion fue vaciado a nuevos tubos Eppendorf, si la muestra total de cada
secrecion era menor a 100 micro litros (uUL) o si se observaba el hisopo muy seco,
se realizaba un lavado con PBS, poniendo 50 pL en cada cabeza de algodon, esta
muestra se coloc6 en un tubo Eppendorf distinto al de la muestra sin PBS. A 100
UL de muestra se les afiadié 5 pL de una mezcla de inhibidores de proteasas
(tosil-fenilalanil-clorometil-cetona (TPCK) 50 ug/mililitro (mL), cetona de tosil-lisina-
clorometilo (TLCK) 25 ug/mL, fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMFS) 74 pg/mL en
una relacion de 1:1:1). Los muestreos fueron a los dias cero, 10, 20, 27, 41 y 55
post-inmunizacion (DPI).

Preparacion de antigeno e inmunizaciéon

La OVA se preparé con buffer de fosfato salino (PBS) estéril, luego se
esterilizé utilizando membranas de 0.22 um y se le afiadi0 adyuvante oleoso
(VETLOY7 0:1 Gibco, USA) a una proporcion de 20:1, para emulsificar.

Las inmunizaciones se realizaron después de la toma de muestras en los
dias cero,10 y 20. Los dias cero y 10 la inmunizacién fue por via SC a una dosis
de 1mg OVA/Kg, y el sitio de aplicacion fue a un centimetro por detras de la base

de la oreja. El dia 20 la inmunizacion fue IN a una dosis de 2mg OVA/Kg.

| Centrifuga: Gravity convection incubator economy model 2EG

Il Espectofotémetro: Thermo electronica corporation Multiskan EX
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Técnica de ELISA

Se utilizé una modificacion de la técnica de ELISA para anticuerpos totales
de los equipos comerciales para IgG e IgA de la marca Bethyl (IgG No. de
catalogo E100-104, IgA No. de catdlogo E100-102, USA). EIl disefio de la placa

para la prueba se muestra en la Figura 2.

MUESTRAS
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QIO OOOOOOAOO E
OO0 000000JO |
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QOOO0000000QO0 |
\?oooooooooo?/g

MUESTRAS

Figura 2. Disefio de la placa para ELISA. La columna lateral izquierda se utilizé para colocar los
blancos en los cuatro pozos superiores se coloc6 el blanco estandar y en los cuatro inferiores el
blanco del antigeno, en la columna lateral derecha se colocé la curva estdndar iniciando de la
concentracion mas alta, en el primer pozo, a la mas baja en el dltimo pozo. Las columnas centrales
fueron utilizadas para las muestras y se dividié en dos secciones de cuatro pozos por columna, en
los pozos superiores se colocaban las muestras y los otros tres pozos eran para las diluciones
seriadas.

Técnica de ELISA para lgG
1. Se sensibilizé la placa con el antigeno [2ug de antigeno/mL en buffer de
carbonatos pH 9.6]. 100 uL/pozo, excepto en blancos del estandar y curva.
Se dej6 toda la noche a 4°C.
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2. Se colocé el anticuerpo (goat-antipig IgG-F marca Bethyl) de captura, para
la curva y blancos del estandar como lo indica el fabricante.

3. Se lavé tres veces la placa con solucién de lavado.

4. Se bloqued la placa con solucién de bloqueo e incub6 1lhora (h) a
temperatura ambiente.

5. Se lavé tres veces la placa con solucion de lavado.

6. Se colocd una curva con el estandar del isotipo como lo indicé el fabricante,
empezando a una [1ug/mL] para suero y [0.1 pg/mL] para mucosas, de ahi
se hicieron diluciones dobles seriadas. Se colocaron 100 uL en cada pozo
de la dilucion correspondiente.

7. Se pusieron las muestras a una dilucion 1:50 para los sueros 0 1:5 para las
mucosas en buffer de dilucién y se hicieron diluciones triple seriadas en
suero y doble seriadas en mucosas. Se incubo 1h a temperatura ambiente.

8. Se lavo cinco veces la placa con solucién de lavado.

9. Se agrego el anticuerpo secundario (goat antipig IgG marca Bethyl) con
HRP segun las instrucciones del fabricante.

10.Se lavo cinco veces la placa con solucion de lavado.

11.Se revel6 la placa con sustrato [ImgTMB/1 mL DMSO] segun las
instrucciones del fabricante.

12.Se hizo la lectura en espectrofotémetro "V a 650 nanémetros y se paré la

| Centrifuga: Gravity convection incubator economy model 2EG

Il Espectofotometro: Thermo electronica corporation Multiskan EX
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reaccion con 100 yL de acido sulfurico 2M/pozo. Se leyo la placa a 450

nandmetros.

Técnica de ELISA para IgA en suero y secreciones de mucosas.

1.

2.

Se sensibilizé la placa con el antigeno como ya se describi6 para IgG

Se puso el anticuerpo (IgA affinity purified marca Bethyl) de captura para la
curva y blancos del estandar como lo indica el fabricante.

Se lavo tres veces la placa con solucién de lavado.

Se bloqued la placa con solucion de bloqueo.

Se lavo tres veces la placa con solucion de lavado.

Se afiadio la curva con el estandar de IgA siguiendo las instrucciones del
Kit.

Se pusieron las muestras a una dilucion 1:5 en buffer de dilucion e hicieron
diluciones doble seriadas. Se incub6 1h a temperatura ambiente.

Se lavo cinco veces la placa con solucién de lavado.

Se agreg06 un anticuerpo monoclonal anti-IgA de cerdo (mouse antiporcine
IgA marca Serotec), 100 pyL por pozo a una dilucién 1:250. Se incubd 1h a

temperatura ambiente.

10.Se lavo cinco veces la placa con solucion de lavado.

11.Se agreg6 anticuerpo anti-ratén biotinilado (goat antimouse IgG marca

Zymed), 100 pL por pozo a una dilucion 1:5,000. Se incubé 1h a

temperatura ambiente.

12.Se lavo cinco veces la placa con solucion de lavado.

29



13.Se agrego estreptavidina conjugada a HRP en una dilucion 1:5,000, 100 pL
por pozo. Se incub6 1h a temperatura ambiente.

14.Se lavo cinco veces la placa con solucion de lavado.

15.Se revel6 la placa con sustrato [Img PNPP/1 ml DMSO] en 10 ml de
dietanolamina [1 mM], se agreg6 100 pL por pozo. Se dejé en oscuridad a
temperatura ambiente.

16.Se realizé la lectura a los 15 minutos de revelarse, en espectrofotdmetro” a
492 nandémetros y enseguida una lectura a 405 nandémetros que se resto a

la primera lectura y este resultado es el que se ultilizo.
Interpretacion

Se elaboro la curva estandar, como el ejemplo de la Figura 3, para cada
placa promediando las densidades Opticas (DO) de los blancos del estandar y
obteniendo su desviacion estandar, la cual se multiplico por tres para sumarla al
promedio, este resultado se restd de cada DO de la curva del estandar para
obtener la densidad Optica neta la cual se grafico en contra de la concentracion

correspondiente.

| Centrifuga: Gravity convection incubator economy model 2EG

Il Espectofotémetro: Thermo electronica corporation Multiskan EX
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Figura 3. Ejemplo de una curva estandar para IgA a una concentracion inicial de 100 ng/mL.
Promediando las densidades opticas (DO) del blanco se calculé su desviacion estandar, la cual se
multiplicé por tres, para sumarse al promedio y restarse a cada DO de la curva del estandar, se
obtuvo la DO neta que son los puntos que se graficaron en contra de la concentracién
correspondiente. X = concentracion del estandar en ng/mL Y = estandar neto

Los valores de densidad optica de las muestras se interpolaron en la curva
estandar. Para obtener los valores netos de cada muestra por cerdo, los valores
obtenidos de los animales control fueron restados a los animales experimentales
obteniendo asi los valores netos, expresado en concetracion (pg/mL para IgG
sérico y ng/mL para las demas muestras), que fueron promediados para cada
grupo y se realiz6 analisis de t de Student o Mann whitney dependiendo de la

dispersion de los datos.
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7. RESULTADOS

Respuesta de IgG e IgA contra OVA en suero

Para IgG anti-OVA los dos grupos dieron respuesta sérica después de la
segunda inmunizacion, los picos de respuesta para el grupo 7d fue al 27 DPI y
para el grupo 2d fue al 41 DPI y no hubo diferencia significativa entre los dos
grupos (Fig. 4A). Se observé un promedio de concentracion en estos picos de
86.34 pug/mL para el grupo 7d y de 78.03 pg/mL para el grupo 2d (Tabla 3A).

En cuanto a IgA anti-OVA, el grupo de 7d respondié después de la segunda
inmunizacion, mientras que el 2d lo hizo hasta después del 41 DPI, lo que significd
diferencias significativas entre los grupos a los 20, 27, 41 y 55 DPI (p <0.001) (Fig.
4B). La concentracion promedio mas alta de anticuerpos para el grupo 7d fue de
408.81ng/mL al 20 DPI y para el grupo 2d fue de 64.53 ng/mL en el 55 DPI (Tabla
3A).

Respuesta de IgG e IgA contra OVA en secrecion nasal

En la respuesta para IgG anti-OVA en la secrecidén nasal, el grupo de 7d
mostré franca respuesta después de la segunda inmunizacion y su pico de
respuesta fue al 27 DPI, mientras que el grupo de 2d respondi6 hasta después de
la tercera inmunizacién y su pico fue al 41 DPI. No se dio diferencia estadistica
entre los grupos (Fig. 5A). El grupo 2d mostro una mayor concentracién promedio
al 41DPI con 85.83 ng/mL y el grupo 7d al 20 DPI con 193.38 ng/mL (Tabla 3A).

Para IgA anti-OVA, el grupo de 7d inicié su respuesta después de la tercera

inmunizacion, y present6 su pico al 27 DPI (p <0.05) a diferencia del grupo 2d el
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cual presenté su pico al 41 DPI (Fig. 5B) con unas concentraciones promedio de

255.86 ng/mL y de 225.65 ng/mL respectivamente (Tabla 3A).
Respuesta de IgG e IgA contra OVA en saliva

Para la IgG anti-OVA en saliva, ambos grupos respondieron después de la
segunda inmunizacion y presentaron su pico al 27 DPI, con una concentracién
promedio de 34.48 ng/mL para el grupo 2d y de 89.15 ng/mL (Tabla 3B) y solo se
observé diferencia significativa (p < 0.05) al 55 DPI (Fig. 6A) con una
concentracion promedio de 44.35 ng/mL del grupo 7d y 0.07 ng/mL del grupo 2d
(Tabla 3B).

En el caso de IgA anti-OVA en saliva, el grupo de 7d presentd respuesta
después de la segunda inmunizacién con un pico al 27 DPI con una concentracion
promedio de 27.20 ng/mL, mientras que el grupo de 2d respondié hasta después
de la tercera inmunizacion y su pico fue al 41 DPI con una concentracion promedio
de 31.08 ng/mL. Hubo diferencia significativa (p <0.01) al 20 DPI donde el grupo
2d tiene 0.21 ng/mL y el grupo 7d 11.22 ng/mL (Fig. 6B, Tabla 3B).

Respuesta de IgG e IgA contra OVA en secrecion vaginal

El grupo de 2d fue de 6 hembras y el de 7d de cuatro, ambos grupos dieron
respuesta para IgG anti-OVA en secrecion vaginal después de la tercera
inmunizacion, pero el grupo de 2d lo hizo en menor medida aunque sin diferencia
significativa entre grupos (Fig. 7A). Alcanzando una concentracién promedio de
31.86 ng/mL al 41 DPI el grupo 2d y de 152.53 ng/mL al 27 DPI el grupo 7d (Tabla

3B).
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En cuanto a IgA anti-OVA en vagina, el grupo de 7d generd su respuesta
después del 10 DPI (segunda inmunizacién), con diferencias significativas (p
<0.05) contra el grupo de 2d a los 20 y 27 DPI los cuales tenian una concentracién
promedio de 11.93 ng/mL y 33.05 ng/mL de parte del grupo 7d y el grupo 2d
presento 1.52 ng/mL y 2.54 ng/mL. Los picos de respuesta de 7d y 2d fueron a los
27 y 41 DPI respectivamente con una concentracion promedio de 33.05 ng/mL

para el grupo 7d y de 12.77 ng/mL para el grupo 2d (Fig. 7B, Tabla 3B).
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IgG anti-OVA en suero de lechones
Q inmunizados perinatalmente
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Figura 4. Valores netos de 1gG (A) e IgA (B) anti-OVA en suero de lechones inmunizados a
distintas edades. Animales de 2 (cuadros morados) y 7 (triAngulos azules) dias de edad fueron
inmunizados por via subcutanea (SC) los dias 0 y 10, e intranasal (IN,) al dia 20 con ovoalbumina
(OVA). Cada punto representa el promedio y error estdndar de 7 animales. Las diferencias
significativas se muestran con asteriscos y el color sefiala al grupo diferente. ** P<0.01
***P<(0.001. DPI = dia post-inmunizacién. Se utilizé t-Student.
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IgG anti-OVA en secrecion nasal de lechones
inmunizados perinatalmente
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Figura 5. Valores netos de 1gG (A) e IgA (B) anti-OVA en secrecién nasal de lechones inmunizados
a distintas edades. Animales de 2 (cuadros) y 7 (triangulos) dias de edad fueron inmunizados por
via subcutanea (SC) los dias 0 y 10, e intranasal (IN) al dia 20, con ovoalbimina (OVA). Cada
punto representa el promedio y error estdndar de 7 animales. *= P<0.05. DPI = dia post-
inmunizacion. Se utiliz6 Mann-Whitney
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IgG anti-OVA en saliva de lechones
inmunizados peinatalmente
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Figura 6. Valores netos de IgG (A) e IgA (B) anti-OVA en saliva de lechones inmunizados a
distintas edades. Animales de 2 (cuadros) y 7 (tridngulos) dias de edad fueron inmunizados por via
subcuténea (SC) dia post-inmunizacién (DPI) 0 y DPI 10 e intranasal (IN, DPI21) con ovoalbimina
(OVA). Cada punto representa el promedio y error estdndar de 7 animales. Las diferencias
significativas se muestran con asteriscos. **=P<0.01. DPI = dia post-inmunizacién. Prueba
estadistica de Mann-Withney.
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A IgG anti-OVA en secrecién vaginal de lechones
inmunizados perinatalmente
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Figura 7. Valores netos de IgG (A) e IgA (B) anti-OVA en secrecién vaginal de lechones
inmunizados a distintas edades. Animales de 2 (cuadros) y 7 (tridngulos) dias de edad fueron
inmunizados por via subcutanea (SC) dia post-inmunizacién (DPI) 0 y DPI 10 e intranasal (IN,
DPI21) con ovoalbumina (OVA). Cada punto representa el promedio y error estdndar de 6 animales
para el 2d y de 4 animales para 7d. Las diferencias significativas se muestran con asteriscos y el
color sefiala al grupo diferente. *=P<0.05. DPI = dia post-inmunizacién. Prueba estadistica de
Mann-Withney.
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Tabla 3. Concentraciones promedio de anticuerpos IgG e IgA en muestras de suero, secrecion nasal, vaginal y saliva de

lechones lactantes inmunizados con OVA.

A IgG anti-OVA sérico [ug/mL] IgA anti-OVA sérico [ng/mL] IgG anti-OVA nasal [ng/mL] IgA anti-OVA nasal [ng/mL]
DPI/INMUNIZACION 2d 7d 2d 7d 2d 7d 2d 7d
0/SC 3.93 0.27 0.00 25.83 28.16 0.30 20.16 2.34
10/SC 1.62 0.00 0.00 33.49 9.21 38.81 0.91 2.18
20/IN 41.19 44.48 0.00 408.81 17.47 193.38 481 38.55
27 69.21 96.17 10.20 295.34 22.17 180.92 26.73 255.86
41 78.03 86.34 14.13 238.16 85.83 100.65 225.65 252.44
55 12.80 22.27 64.53 271.20 30.29 120.50 70.30 29.00
B IgG anti-OVA salival [ng/mL] IgA anti-OVA salival [ng/mL] | IgG anti-OVA vaginal [ng/mL] | IgA anti-OVA vaginal [ng/mL]
DPI/INMUNIZACION 2d 7d 2d 7d 2d 7d 2d 7d
0/sC 0.00 0.32 0.00 0.00
10/SC 0.00 6.66 0.00 0.00 2.78 0.00 0.88 0.42
20/IN 15.27 21.88 0.21 11.22 8.77 5.63 1.52 11.93
27 34.48 89.15 3.04 27.20 27.21 152.53 2.54 33.05
41 6.89 35.17 31.08 14.66 31.86 85.24 12.77 12.31
55 0.07 44,35 3.86 20.87 16.21 33.71 0.00 4.82

Se muestran los promedios de las concentraciones de IgG e IgA en suero, secrecion nasal, saliva 'y secrecion vaginal producidos por dos grupos
de lechones lactantes, uno de dos dias de edad (2d) y otro de siete dias de edad (7d) inmunizados con OVA utilizando un protocolo mixto
subcuténeo (SC)/SCl/intranasal (IN) y tom&ndose muestras al dia cero, 10, 20, 27, 41 y 55 post-inmunizacién (DPI).
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8. DISCUSION

La porcicultura es una industria pecuaria importante para el pais y como
cualquier otra, tiene diversos problemas que le causan pérdidas econémicas, uno
de ellos es la presencia de enfermedades que pueden generar mortalidad o un
retraso en crecimiento en las etapas de lactancia y destete de los animales (1, 7,
8, 9, 10). Por tal motivo se deben tener medidas efectivas para minimizar la
presencia de enfermedades dentro de una granja, una de ellas es la vacunacion;
sin embargo, los calendarios de vacunacion se inician durante la etapa del destete
y estan enfocados a generar respuesta sistémica y no local (1, 55). Debido a ello
en este trabajo se analizdé la respuesta inmune sistémica y local en cerdos
lactantes de 2 y 7 dias de edad que fueron inmunizados con OVA en un esquema
SC/SCIIN, el cual previamente demostro ser efectivo para generar tanto respuesta
sistémica como local en cerdos destetados (2).

Entre los resultados que mostro el experimento fue la respuesta a nivel
sistémico de la IgG en ambos grupos después de la segunda inmunizacién lo que
esta descrito en otros trabajos y lo denominan como priming (33, 49, 54, 56, 57,
58). También se ha reportado que una inmunizacién IN es favorable para la
respuesta sérica de 1gG (59, 60) y esto se refleja en el experimento con los picos
de repuesta en ambos grupos después de la inmunizacién IN y siendo que no
existe diferencia significativa entre los grupos experimentales se asume que para
la respuesta a este nivel la edad no es un factor determinante como sugieren otras

publicaciones (30, 31, 32, 33, 61).
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A nivel mucosa, en ambos grupos, hubo presencia de la IgG sin mostrar
diferencia significativa en ninguna de las muestras, lo que indica que durante este
intervalo de tiempo los cambios en el sistema inmune no afectan en forma
sustancial la presencia o generacién de este isotipo a nivel local, sin embargo en
el estudio anterior (2) los animales destetados que fueron inmunizados con el
mismo protocolo que se aplic6 no muestran respuesta a este nivel para este
isotipo, este tipo de resultados ya se han observado y los explican con que el
sistema inmune en mucosas presenta alteraciones para mejorar la inmunidad en
los animales jovenes en contra de los diversos agente infecciosos (61).

También se observd que a nivel mucosas las concentraciones de IgG son
menores que a nivel sérico, y al no ser una Ig secretora, su presencia en mucosas
estd dada mayormente por su trasudacién o la transcitosis por medios de
receptores Fc (lg transporte) y ambos son mecanismos que aun no funcionan
eficientemente a estas edades lo que provoca bajos niveles del anticuerpo en las
mucosas.

En cuanto al isotipo IgA en suero se observé diferencias significativas a lo
largo del experimento a favor del grupo 7d lo que parece indicar que los
componentes necesarios para generar la IgA circulante alun estan inmaduros o
ausentes en los animales del grupo 2d (31, 32, 33, 54). Mientras que en las
mucosas se puede considerar un mismo nivel de respuesta en ambos grupos
porque solo se dieron diferencias en el dia 27 en la muestra nasal, al dia 20 en
saliva y a los dias 20 y 27 en secrecion vaginal todas a favor del grupo 7d, lo que

plantea interesantes posibilidades sobre la inmunidad perinatal en las mucosas,
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pues sugiere que, aunque la respuesta sistémica podria afectarse, argumento
presente en la literatura de la inmadurez inmunoldgica en animales jovenes (1, 30,
31, 32, 33), la respuesta mucosal podria actuar eficientemente aln en etapas muy
tempranas de la vida (42, 45, 52, 60, 61).

La forma en que se dio la respuesta de la IgA en suero y mucosas fue
diferente, ya que para suero el pico de respuesta se dio después de la segunda
inmunizacién, mientras que en las mucosas ocurrié después de la aplicacion de la
IN, este efecto se aclara con que las inmunizaciones SC estan mas enfocadas a
generar una respuesta sistémica mientras que la IN esta enfocada a generarla a
nivel local (1, 2, 3, 4). Que se haya observado respuesta en saliva como en
secrecion vaginal es debido al sistema inmune mucosal comun y una inmunizacion
IN en animales adultos genera una buena respuesta de anticuerpos en ambos
nichos (4, 59).

Ahora haciendo la comparacion en cuanto a la concentracion con el trabajo
descrito anteriormente (2) tanto en suero como en las muestras nasales el grupo
7d presenta una concentracion promedio mas alta que en el grupo de cerdos
destetados con el mismo protocolo de inmunizacion, cosa similar con la presencia
de IgG en mucosas en los grupos 2d y 7d y la ausencia de esta en el grupo de
dicho experimento (2) y que se ha observado ese efecto en ratones (61)
mencionando que la edad altera la respuesta y el comportamiento del sistema
inmune y a nivel mucosas sufre variaciones mas temprano que a nivel sistémico
con el objetivo de proveer una mejora en la inmunidad de los animales jévenes en

contra de los diversos agentes infecciosos (61).
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En cuanto a la diferencia de concentracion entre los isotipos analizados la
mayor diferencia se encuentra a nivel sérico, siendo casi 30 veces mayor la de
IgG. Por lo que el sistema inmune de esos lechones tuvo una mejor capacidad
para producir este anticuerpo y es debido a que las primeras dos inmunizaciones,
qgue fueron SC, promueven en mayor nivel una respuesta sistémica.

Estos resultados son importantes porque muestran que los lechones lactantes
pueden generar una respuesta inmune tanto a nivel sistémico como en mucosas
con un protocolo mixto de inmunizacion y que los rangos entre las edades
manejadas no presentan alteraciones constantes o muy diferenciadas en la

capacidad de la respuesta inmunoldégica.
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9. CONCLUSIONES

Aplicando un protocolo de inmunizacion mixto SC/SC/IN, en animales
lactantes, utilizando como antigeno OVO-albimina se logra inducir una respuesta
inmunolégica de anticuerpos tanto a nivel sistémico como a nivel local.
Planteandose la posibilidad de generar protocolos de inmunizacion, contra
patdgenos que impactan a las producciones, que promuevan un respuesta inmune
local y sistémica en animales lactantes utilizando vias de administracion mixtas
para no solo auxiliarse de adyuvantes para lograr tal objetivo. Teniendo en
consideracion la edad en que seran inmunizados ya que influird en la generacion
de anticuerpos, como se observé con la IgA a nivel sérico con los animales que
iniciaron el protocolo a los 7 dias de edad, mas sin embargo fue estadisticamente

similar la respuesta a nivel de mucosas en ambos grupos estudiados.
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10. APENDICE

Soluciones para la técnica de ELISA
-Solucién General
En agua destilada se mezcla:
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) a 50 mM
Cloruro de Sodio (NaCl) a 0.14 M
Y se ajusta a pH 8
-Solucion de lavado
A la solucion general se le agrega 0.05% de Tween-20
-Solucion de dilucion

A la solucion de lavado se le agrega un 1% de albumina sérica bovina
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