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RESUMEN

ALVARADO CESAR GABRIELA. Estudio de vias alternas de inmunizacion para obtener
respuesta inmune en mucosas, en cerdos destetados, evaluada por la técnica de ELISA. Ph.
D. Marco Antonio Vega Lopez, MVZ. MC. Alejandro Vargas Sanchez.

El objetivo de este trabajo fue evaluar diferentes vias de inmunizacion para obtener
respuesta inmune sistémica y local en cerdos destetados, contra ovoalbumina utilizada
como antigeno soluble. Se realizaron dos experimentos con la finalidad de comparar los
resultados entre ello. En el primer experimento se consideraron 4 grupos y se inmunizaron
los dias 0 y 14, el primer grupo fue inmunizado por la via transcutanea en dos ocasiones, el
segundo por la via subcuténea, el tercero por la via subcutanea y transcutanea y el cuarto
fue el grupo control. La respuesta a nivel sérico de 1gG e IgA fue mayor en el segundo
grupo siendo su pico al dia 21 y 49 post inoculacion respectivamente (604.22 + 55.18
ug/ml de 1gG, y 372.17 + 110.37ng/ml de 1gA). En secrecion nasal la respuesta de 1gG fue
muy baja en todos los grupos y la de IgA fue significativamente mas alta en el segundo y
tercer grupo (166.18 + 14.81 y 161.69 + 29.72 ng/ml respectivamente) después de la
segunda inmunizacion. A nivel de saliva el grupo que tuvo mejor respuesta de IgA fue el
segundo grupo teniendo su pico el dia 28 post inoculacién (22.9 + 5.5 ng/ml). Después de
realizar este experimento se observd que el grupo que mejor respuesta obtuvo fue el
subcutaneo — subcutéaneo (SC-SC) y se decidid hacer un segundo experimento utilizando
tres inmunizaciones al dia 0, 10 y 20 para cada grupo, el primer grupo fue subcutaneo -
transcutdneo - transcutaneo, el segundo grupo subcutadneo - subcutaneo — intransal, el
tercero subcutaneo - transcutaneo - intranasal y el cuarto grupo fue el control. En suero la
respuesta de IgG e IgA fue estadisticamente igual para los 3 grupos inmunizados teniendo
su pico el dia 27 para las dos inmunoglobulinas, los valores para IgG fueron de 268.5+98.5
ug/ml, 117.9461.4 ug/ml y 230.1+114.2 ug/ml, ademas, el tercer grupo mantuvo niveles
significativamente (p < 0.05) elevados de IgG hasta el dia 57 post-inoculacion comparado
con el grupo control (167.4+112.8 ug/ml). En cuanto a la IgA sus valores fueron de
170.7+31.1 ng/ml, 230.5+91.8 ng/ml y 252.9+100.9 ng/ml y también este ultimo grupo se
mantuvo diferente contra el control el dia 57 (71.3+3.8 ng/ml. En secrecion nasal la

respuesta de IgA tuvo su pico al dia 27 con valores mayores a 20 ng/ml entre los grupos y



manteniéndose diferentes contra el control, en los grupos subcutaneo-subcutaneo-intranasal
y subcuténeo-transcutaneo-transcutaneo hasta el dia 57 post-inoculacion. En saliva los
mejores grupos fueron el subcutaneo-subcutaneo-intranasal y subcutaneo-transcutaneo-
intranasal con valores mayores de 50 ng/ml, manteniéndose diferentes contra el control
hasta 57 dias post inoculacion. Los valores obtenidos del primer experimento en las
secreciones de interés (saliva y secrecion nasal) fueron mas altos en algunos muestreos pero
poco constantes, en el segundo experimento los valores fueron mas consistentes, porque se
pudo observar que la tercera inmunizacién mejord notablemente la respuesta y el grupo que
mejor respuesta tuvo en esas secreciones fue el grupo subcutadneo — subcuténeo- intranasal
que se mantuvo diferente hasta 57 dias post-inoculacién contra el grupo control. Este
protocolo de inmunizacion es mejor respecto al primero ya que la respuesta fue mas
constante y duradera que los anteriores, en saliva y secrecion nasal, que son donde se

buscaba tener respuesta.



1 INTRODUCCION

La porcicultura en México es una de las principales actividades econémicas del subsector
pecuario (German et al., 2005; Ortiz, 2008), ya que el consumo de carne de cerdo ocupa el
tercer lugar a nivel nacional (German et al., 2005) . Sin embargo, la porcicultura enfrenta
problemas que aumentan sus costos de producciéon, entre ellos estan: precio alto de los
insumos y un bajo precio de la carne de cerdo (Trevizo, 2007). También hay factores que
en otras épocas no eran considerados, pero que hoy tienen un papel importante en el sector,
como son los recursos humanos y la bioseguridad. Esto, sumado a los pilares basicos de la
produccién como son: la alimentacion, la sanidad, la genética y el manejo, son aspectos
fundamentales para poder lograr rentabilidad en el negocio del cerdo (Porcaro, 2007).
Ademas de los factores anteriores, existen problemas sanitarios en la mayoria de las
granjas porcinas debidas a virus, bacterias y enfermedades asociadas, las cuales resultan en
mortalidades por arriba del 15% de destete a venta, mas animales de desecho y otros
cerdos que se pierden en destete y engordas, bajan la productividad y rentabilidad de la
produccion porcina (Trevizo, 2007). Las enfermedades respiratorias son el principal
problema patolégico y causa de muerte en las unidades de produccién porcina.
Actualmente en muchas explotaciones existen problemas graves en los cerdos en la fase de
transicion como son infecciones por virus y bacterias que se arrastran hasta la engorda. Es
posible que las causas de esta situacion estén mas relacionadas con los cambios en los
sistemas de produccion que han experimentado muchas unidades de produccion porcina en
los dltimos afios, que con la aparicion de nuevos patdgenos, donde se han impuesto
sistemas, como el todo dentro todo fuera y produccion en multisitios. Actualmente las
unidades de produccién porcina son mas grandes, tienen alta tasa de reposicion de
diferentes lugares, destetes mas precoces con rango de edad variables, transiciones
multiorigen y, en general, un manejo de los cerdos muy diferente. Esto hace que haya una
exposicion a patdégenos muy variable dentro de las naves de reproductoras, por lo que se ve
afectado el estado inmunitario de los cerdos, a nivel de grupo o individual, la epidemiologia
y transmision de las infecciones dentro de la poblacion se vuelven mas dificiles de predecir
y controlar. Esto implica una gran variabilidad en los niveles de anticuerpos pasivos que

suministra las cerdas a sus lechones a través del calostro. Como resultado, y al igual que



ocurre en las cerdas, aparecen subpoblaciones de lechones jOvenes susceptibles a
enfermedades, que se manifiestan clinicamente en el crecimiento-engorda (Aldaz, 2002).
Otro aspecto importante para la produccion porcina es el destete, que generalmente es uno
de los cuellos de botella en las unidades de produccion porcina, y es aqui en donde se debe
guardar sumo cuidado para no propiciar un contratiempo posterior que afecte el desarrollo
de los animales (Union Ganadera de Jalisco, 2008). Las vacunas sonla herramienta mas
valiosa que la inmunologia a generado , gracias a ella se han erradicado, disminuido su

frecuencia y gravedad de enfermedades (Rojas, 2006).

1.1 EL DESTETE

El destete, de las crias jovenes de todos los mamiferos, es un proceso normal y paulatino,
en el transcurso del cual los animales comienzan a ingerir alimentos sélidos de forma
simultanea con la reduccion de la produccién lactea de la madre, de tal modo que,
gradualmente, el animal joven suprime su dieta lactea (Buxadé, 1996; Garcia, 2002; Pluske
et al., 2003). Esta etapa es una de las mas criticas en la vida de un lechdn, puesto que se
suman una serie de factores estresantes y cambios fisiologicos (Garcia, 2002). En
condiciones naturales los lechones serian destetados de forma gradual a lo largo de unas 11
semanas. Por lo tanto, el destete brusco que experimentan entre las 3-4 semanas de vida en
sistemas intensivos, contrasta con el desarrollo natural de este proceso. Probablemente, ésta
es una de las causas que explican la tasa de mortalidad importante que se observa durante
esta fase (3-4%) y el empeoramiento de los indices productivos (Forcada, 1997; Garcia,
2002). En la produccién porcina, los lechones tiene un cambio rapido de una dieta liquida a
base de leche de la madre a una so6lida consistente en gran parte de productos de origen
vegetal (Buxadé, 1996). En las granjas comerciales la edad del destete se ha reducido de
unas 8 semanas en 1950 y 1960 a un promedio de 14 a 28 dias de edad, diferenciando a
nivel comercial dos sistemas: el destete tradicional que va de 35 a 45 dias y el destete
temprano o precoz de 7, 14, 21 y 28 dias, de acuerdo al grado de tecnificacion de la granja

(Pluske et al., 2003). La reduccion en la edad de destete sirve para incrementar la



productividad, tanto en el crecimiento y en la crianza de las piaras. Sin embargo, el destete
a edades més tempranas presenta muchos problemas referentes a nutricion, alojamiento,
salud, comportamiento y requerimientos ambientales de los cerdos jovenes (Pluske et al.,
2003).

En el momento del destete el lechon se enfrenta a un conjunto de factores estresantes
nutricionales (de leche materna a concentrado), fisicos (cambio de ambiente, temperatura) y
psicologicos (separacion de la madre y hermanos, y mezcla con otras camadas, manejo)
(Forcada, 1997; Garcia, 2002). Por otro lado, el intestino delgado del lechdn experimenta
cambios morfoldgicos y fisioldgicos importantes durante las 24 h posteriores al destete,
fundamentalmente atrofia de las vellosidades, hiperplasia de las criptas intestinales,
reduccion de la actividad especifica de algunas enzimas como la lactasa y sucrasa, asi como
la disminucién de la capacidad de absorcion. Durante esta fase se producen brotes
frecuentes de diarrea asociada a la proliferacion de bacterias enterotoxigénicas en el
intestino delgado y/o la fermentacidn de los nutrientes menos digestibles de la dieta en el
intestino grueso, ademas de que en este momento se gestan la mayoria de los problemas
respiratorios (Garcia, 2002). EI movimiento y algunos factores ambientales determinan el
establecimiento y la proliferacion de microorganismos, asi como las alteraciones de la flora
intestinal conduciendo al desarrollo de enteritis y diarreas (Buxadé, 1996; Garcia, 2002).

Las posibles causas de desequilibrio serian:

Insuficiente acidez en el estdmago.

Niveles enzimaticos por debajo de lo necesario.

Dietas alimenticias no adecuadas para el lechén.

Alteraciones de la pared intestinal.

Se ha visto que en destetes tempranos, la produccidon enzimética esta casi siempre por
debajo de lo requerido para digerir, pero ademas, la acidez se hace insuficiente. Esto
permite explicar la frecuencia de fendmenos digestivos negativos en los cerdos (Buxadé,
1996).

En la mayoria de los sistemas intensivos resulta inevitable mezclar distintas camadas

después del destete. Como en todas las especies sociales, en el cerdo se establecen unas



1.2

relaciones jerarquicas que determinan la prioridad de acceso a los recursos. Cuando se
incorporan nuevos individuos en el grupo, deben restablecerse estas relaciones, mediante
interacciones agresivas que dan lugar a un cierto nivel de estrés social (Forcada, 1997,
Medel et al., 1999; Garcia, 2002; Chapinal et al., 2006; Cano y Pijoan, 2008). La
capacidad de adaptacion del lechon a estos cambios va a influir no s6lo en su bienestar en
estas fases, sino en otros parametros productivos durante la engorda (Forcada, 1997; Medel
et al., 1999; Chapinal et al., 2006; Cano y Pijoan, 2008). El objetivo principal de la

vacunacion es evitar las enfermedades infecciosas (Rojas, 2006).

ENFERMEDADES EN LOS CERDOS DESTETADOS

Los factores asociados al destete; representan cambios muy agresivos que le causan
inmunosupresion, cuya principal consecuencia clinica es la presentacion de problemas
infecciosos tales como diarreas y neumonias (Garcia, 2002). Estos problemas ocasionan
pérdidas en la produccion por un aumento de la conversion alimenticia y disminucion en la
ganancia diaria de peso, provocando con ello mayor numero de dias a mercado, asi como la
presencia de animales retrasados y/o enfermos cronicos; ademas de un aumento en los
costos de produccion debido a la medicacion, asi como el incremento del porcentaje de

mortalidad en las diferentes etapas de produccion (Gonzélez, 2000).

1.2.1 ENFERMEDADES RESPIRATORIAS EN LOS CERDOS DESTETADOS

Las enfermedades respiratorias tienen muchos agentes etiologicos que pueden actuar de
forma individual o colectiva. Estas patologias tienen origenes fundamentales que son,
bacteriano y/o viricos (Caballero de la Calle, 1996; Gonzélez, 2000; Aldaz, 2002; Garcia,
2007). En las afecciones respiratorias del cerdo se consideran dos areas en donde los

microorganismos producen dafio. En la parte anterior encontramos a la cavidad nasal y los



cornetes nasales, en este lugar se han encontrado diferentes microorganismos patdégenos
tanto virales como bacterianos; y en la parte posterior encontramos los pulmones donde se
presentan las neumonias, en ella participan muchos agentes infecciosos (Ciprian y
Mendoza, 2007). Estas enfermedades son responsables de un elevado nimero de pérdidas
econdmicas en las explotaciones porcinas de todo el mundo por una disminucion de los
rendimientos de los animales, un mayor consumo de alimento, un aumento de los ciclos
productivos y una pérdida de calidad en las canales, que pueden incluso ser causa de
decomiso en rastro (Caballero de la Calle, 1996; Aldaz, 2002; Garcia, 2007).

Tabla 1. PRINCIPALES ENFERMEDADES RESPIRATORIAS QUE AFECTAN AL
CERDO DESTETADO (Aiello, 2000)

ENFERMEDAD ETIOLOGIA EDAD VIA DE VACUNACION
TRANSMISION
Neumonia Mycoplasma Todas las Contacto directo Primera semana
enzodtica hyopneumoniae edades. 6 y refuerzo a las
semanas 4 semanas de
vida. Si son de
cerdas
vacunadas a las
6 semanas de
vida
Rinitis atrdfica Pasteurella multocida, | 3-8 Contacto directo 7 dias de edad
Bordetella semanas con portadores, primera
bronchiseptica equipo aplicaciény a
contaminado los 28 dias de
edad el refuerzo
Pleuroneumonia | Actinobacillus Cualquier Contacto directo, 6-8 semanas de
pleuropneumoniae edad, mas vectores edad
frecuente
en cerdos
de 8
semanas
Estreptococosis Streptococcus suis 3-12 Via cuténea, oral o | Multiples
semana de | nasal aplicaciones
edad, con




mayor
incidencia a
las 6
semanas

SRRP

Arterivirus grupo
nidovirus

Todas las
edades:
principalme
nte en
cerdas
lactantes y
lechones

Oronasal, vaginal

3-16 semanas

Aujeszky

Herpesvirus porcino
tipo 1

Todas las
edades:
mayor
mortalidad
lactantes

Oral, nasal

10-14 semanas

1.2.2 ENFERMEDADES DIGESTIVAS EN LOS CERDOS DESTETADOS

Las enfermedades digestivas de los lechones recién destetados no son independientes de

otras patologias ni de las condiciones medioambientales de la explotacion, acabando casi

siempre en diarrea (incremento diario de heces con aumento de contenido en agua) que es

el signo mas comun de casi todas estas enfermedades. La transmision de enteropatias

infecciosas se produce por la ruta fecal-oral (Aiello, 2000).




Tabla 2. PRINCIPALES ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES QUE AFECTAN
AL CERDO DESTETADO (Aiello, 2000).

ENFERMEDAD ETIOLOGIA EDAD VIA DE VACUNACION
TRANSMISION
Colibacilosis Enterotoxemia | Lactantesy Ingestién natural IM a los
entérica por Escherichia | de 5diasa2 | después del lechonesde 5y
coli semanas nacimiento 10 dias y una
después del segunda
destete. aplicacion 3
semanas
después.
Salmonelosis Salmonella Todas las Via oral En cerdos que
cholerasuis edades, mas o no han recibido
S.typhimurium | comdn en los | Vi@ intranasal ninguna dosis se
o cerdos recomiendan
S. typhisuis destetados y dos aplicaciones
fase de con un intervalo
crecimiento- de2-3
finalizacion semanas.
Hembras
gestantes 3
semanas antes
del parto y
lechones
después del
destete, con una
segunda dosis a
las2-3
semanas.
Para la via
intranasal 2
mL la 1°
semana de vida
Enteritis rotavirica | Rotavirus Lactantes y Via oral No hay vacuna

destetados




Gastroenteritis Coronavirus Todas las Via oral Lechones via
transmisible edades. oral entre el ler.
y 3er. dia de
edad, una
segunda dosis
de 3 a7 dias
después. Via
parenteral a
cerdas gestantes
1 semana antes
del parto

Disenteria porcina | Brachyspira Todas las Via Oral

hyodysenteriae | edades
No hay vacunas

1.3 INMUNIDAD INATA

Los animales poseen una amplia variedad de mecanismos de defensa en todo el organismo,
aunque es por las superficies corporales por donde los microorganismos tratan de invadirlos
y es también ahi donde éstos tienen su primer encuentro con las defensas y donde son, en su
mayor parte, repelidos o destruidos. Aunque la piel es la méas notoria de estas superficies,
en realidad representa una pequefia fraccién de éarea corporal expuesta al exterior. Las
mucosas de las vias respiratorias, digestiva y urogenital tienen un area por lo menos 200
veces mayor. Estas superficies se defienden por medio de mecanismos protectores
inmunitarios y no inmunitarios (Tizard, 2006). EIl epitelio y sus glandulas asociadas (tal
como la glandula salival) protegen con defensas no especificas o innatas incluyendo el
moco Yy proteinas antimicrobianas. No obstante, los antigenos del exterior y los
microorganismos frecuentemente atraviesan la barrera epitelial y el tejido mucosal que son

sitios con una alta actividad inmunoldgica (Neutray Kozlowski 2006).
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1.3.1 MECANISMOS PROTECTORES NO INMUNITARIOS

Las vias respiratorias estan en intimo contacto con el interior del organismo, y como parte
de su funcionamiento es necesario un libre acceso del aire a los alveolos a través de filtros.
El aire que entra en las vias respiratorias se depura de la mayor parte de las particulas
suspendidas mediante fendmenos de turbulencia que las orientan hacia las paredes, del
tracto que se encuentran cubiertas de moco, al cual las particulas se adhieren. La
turbulencia se debe a la conformacion de cornetes, trdquea y bronquios. Este filtro de
turbulencias permite capturar particulas de tamafio tan pequefio como 5 micrémetros antes

de que lleguen a los alvéolos (Tizard, 2006).

Las paredes de las vias respiratorias anteriores estan revestidas de una capa de moco
producido por células caliciformes, el cual tiene propiedades microbicidas, principalmente
porque contiene lisozima e IgA. Este tapiz mucoso mantiene un flujo continuo y transporta
secreciones desde los bronquiolos hasta los bronquios y hasta la traquea por la accion ciliar
0, en sentido retrogrado, a lo largo de la cavidad nasal, hasta la faringe. En esta Ultima, el
moco sucio es tragado y digerido en el tubo digestivo. Las particulas menores de 5
micrometros pueden saltar este obstaculo mucociliar y llegar al alveolo, donde son
fagocitadas por los macréfagos que ahi se encuentran. Una vez que estas células han
ingerido con éxito las particulas, migran hacia el aparato mucociliar y también son

transportadas hasta la faringe y eliminadas (Tizard, 2006).

1.3.2 MECANISMOS PROTECTORES INMUNITARIOS

Los principales anticuerpos que se producen en las superficies mucosales son IgA, IgM,
IgE e 1gG. Algunos de estos, en especial la IgA, actan por exclusion inmunitaria (Tizard,
2006).

11



1.3.21 INMUNIDAD ADQUIRIDA

La inmunidad adaptativa, que se desarrolla cuando los agentes infecciosos logran evadir los
mecanismos innatos de defensa y es generada por la penetracién de una dosis inicial de
antigenos, se hace efectiva solo después de varios dias; tiempo requerido para que los
linfocitos T y B reconozcan a dichos antigenos, se diferencien y se conviertan en células

efectoras. Sus caracteristicas, a diferencia de la inmunidad innata son:

Especificidad: Debido a que este tipo de respuesta va dirigida especificamente a
determinada molécula antigénica, la porcién del antigeno que es reconocida por los
linfocitos se denomina determinante antigénica o epitopo. Esta fina especificidad existe
porque los linfocitos contienen receptores de membrana capaces de identificar y distinguir
sutiles diferencias entre diversos antigenos. Se plantea que todos los individuos tienen
numerosos clones (conjunto de células derivadas de un precursor simple), cuya progenie
cuenta con los receptores de superficie de la célula que les dio origen y pueden responder a
determinantes antigénicos especificos para ellas. Asi, el desarrollo de clones antigeno-
especificos ocurre previo o independiente a la exposicion del antigeno, el cual selecciona
un clon especifico preexistente y lo activa hasta provocar su proliferacion y diferenciacion
(Castellanos et al., 2000).

Memoria: Se refiere al incremento en la intensidad de respuesta ante los subsiguientes

contactos con el mismo Ag (Castellano et al., 2000).

Heterogeneidad o diversidad: ElI nimero total de linfocitos con diferentes especificidades
en un individuo ha recibido el nombre de repertorio linfocitico, cuya extraordinaria
diversidad es el resultado de la variabilidad en la estructura de los sitios donde se unen los

antigenos en los receptores linfociticos (Castellano et al., 2000).

Multifactorialidad: La respuesta inmune depende de multiples factores, tanto del agente
biolégico que la origina como del hospedero que responde. Asi, por ejemplo, el tipo, la
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virulencia, la cantidad o la dosis del agente agresor y su via de penetracion pueden generar
varios tipos de respuestas; pero también la edad y conformacion genética del hospedero
pueden ser elementos determinantes (Castellano et al., 2000).La respuesta inmune
adaptativa se desarrolla mediante dos mecanismos fundamentales: respuesta inmune
humoral, donde los linfocitos B juegan un papel preponderante; y respuesta inmune celular,
donde los linfocitos T son las células fundamentales. Ambas respuestas comienzan con la
activacion de los linfocitos en los 6rganos periféricos, causada por la célula presentadora de

antigeno (CPA), que alcanza a estos 6rganos a través de la circulacion linfatica.

1.3.2.1.2 MEMORIA INMUNOLOGICA

Una de las consecuencias mas importantes de la respuesta inmune adaptativa es el
establecimiento del estado de memoria inmunoldgica, que estriba en la habilidad del
sistema inmune para responder mas rapida y eficazmente a microorganismos que han
infectado previamente al hospedero y refleja la preexistencia de una poblacién clonalmente
expandida de linfocitos antigeno-especificos (Castellano et al., 2000).La respuesta de
memoria, conocida también como respuesta secundaria, terciaria, etc., en dependencia del
namero de exposiciones al mismo antigeno, difiere cualitativamente de la respuesta

primaria (Castellano et al., 2000).

Si los microorganismos agresores estimulan la via humoral de defensa, la subclase TCD4
que predomina es la TH2, cuya funcion sera activar a los linfocitos B, que entonces
proliferaran y se diferenciaran en células plasmaticas de anticuerpos (Castellano et al.,
2000).La produccién de inmunoglobulinas durante la respuesta primaria sera pobre, de baja
afinidad con los antigenos correspondientes, con predominio de IgM, siendo su duracion

corta en el tiempo (Castellano et al., 2000).

Durante el primer contacto con el agente patdogeno aparecera una poblacion de células B,

que no llegaran a convertirse en células plasmaticas porque se diferenciaran parcialmente:
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son las llamadas células de memoria. Ahora bien, para que éstas logren su total
diferenciacion, se impone un segundo contacto con el mismo agente, que de no ocurrir,

ellas quedan circulando, listas para completar su maduracion.

Si los antigenos extrafios desencadenan la respuesta celular, la subclase TCD4

predominante sera la célula TH1 (Castellanos et al., 2000).

1.3.3 INMUNOGLOBULINAS DE LAS MUCOSAS

La inmunoglobulina A (IgA) predomina en las secreciones superficiales. Se encuentra en
cantidades importantes en saliva, liquido intestinal, secrecion nasal y traqueal, lagrimas,
leche, calostro, orina y secreciones de las vias urogenitales (Tizard, 2006). Una
caracteristica de la respuesta inmune adaptativa es la produccion y secrecion local de la IgA
dimérica o multimérica. Estos anticuerpos, a diferencia de otros isotipos, son resistentes a la
degradacion en el ambiente rico en proteasas de la superficie de las mucosas (Neutra y
Kozlowski, 2006). La SIgA tiene maltiples funciones en la defensa de las mucosas (Neutra
y Kozlowski, 2006), evitando el contacto directo de los agentes patdgenos con la superficie
de la mucosa, un mecanismo que se conoce como “exclusion inmune” (Tizard, 2006;
Neutra y Kozlowski, 2006). Aungue estan presentes todos los tipos de inmunoglobulinas
en varias secreciones externas, sus niveles absolutos y relativos se caracterizan por ser
diferentes a los de plasma (tabla 3). La IgA es la predominante de todos los isotipos de
inmunoglobulinas en muchas de las secreciones externas y se considera la caracteristica
distintiva. Los niveles de IgA e IgG en secreciones externas son muy inferiores a los
niveles séricos (con excepcion del calostro) y la IgA es dominante en muchas secreciones
(Metzger, 2007). La respuesta inmune mucosal es caracterizada por la produccion de la
inmunoglobulina A secretora (Berinstein, et al., 2005).
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Tabla 3.Concetraciones (mg/ml) aproximadas de IgA en el suero y en diversas secreciones

de animales domesticos (Tizard, 2006).

Animal Suero Calostro Leche Secrecion | Saliva Lagrimas
nasal

Caballo 1.7 10 1.3 1.6 1.4 1.5

Bovino 0.3 4 0.1 2 0.56 2.6

Ovino 0.3 4 0.1 0.5 0.90 1.6

Cerdo 2 10 5 - - -

Perro 1 2.5 4 -—- — —

Gato 2 1 0.24 - 0.54 -

Pollo 0.5 - - - 0.2 0.15

1.3.4 INMUNIDAD DEL LECHON DESTETADO

Al nacimiento, el lechon se encuentra desprovisto de anticuerpos y depende de la
inmunidad pasiva suministrada por el calostro de la madre, cuya produccion dura unas
pocas horas. Posteriormente el animal recibe leche materna, que bafia las paredes
intestinales y proporciona inmunidad local a través de la IgA, asi que los anticuerpos
ingeridos seran la Unica proteccion frente a los microorganismos patégenos (Medel et al.,
1999; Cano y Pijoan, 2008). Las inmunoglobulinas calostrales se degradan y diluyen en el
torrente sanguineo de manera progresiva durante las dos primeras semanas de vida. Entre
los 14 y 21 dias de edad, que es la edad del destete, el lechdn se encuentra con los niveles
minimos de anticuerpos (Buxadé, 1996; Medel et al., 1999; Cano y Pijoan, 2008). Esta

caida de inmunidad materna complicada por el estrés generado por el cambio brusco de
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ambiente, alimento y orden social hacen del destete (3 a 8-10 semanas de vida) un
momento critico desde un punto de vista inmunoldgico (Medel et al., 1999; Cano y Pijoan,
2008). El lechon no es capaz de producir su propia actividad inmunolégica, en cantidades
adecuadas, hasta al menos 28-30 dias de edad (Cano y Pijoan, 2008), pero no sera sino
hasta la 6a - 8a semana de vida cuando haya completado su maduracién inmunoldgica
(Buxadé, 1996).

Una vez destetados, algunos lechones, que se infectaron de sus madres, comenzardn a
excretar microorganismos, otros estaran inmunes por contar ain con inmunidad calostral
que les permitira defenderse de la infeccion, pero otro grupo de individuos estara
susceptible, bien sea porque no recibié inmunidad materna o porque los anticuerpos ya
disminuyeron. En este momento es cuando una infeccion determinada puede generar una
epidemia o simplemente pasar inadvertida, dependiendo de la proporciéon de individuos

infecciosos, susceptibles e inmunes en el grupo.

Intervenciones en masa sobre el ndcleo de cerdas incluye estrategias como la vacunacion o
inoculacion simultanea de todos los individuos de la poblacion con el objetivo de exponer a
los animales al microorganismo para bajar la proporciéon de individuos susceptibles e

incrementar la inmunidad de rebafio.

Es posible disminuir la proporcion de individuos infecciosos mediante la medicacion o
vacunacion en masa y asi reducir la prevalencia de las enfermedades en los lechones
destetados (Cano y Pijoan, 2008).

La vacunacion o inoculacion simultanea de todos los individuos de la poblacion con el
objetivo de exponer a los animales al microorganismo para reducir la proporciéon de
individuos susceptibles e incrementar la inmunidad de rebafio. También es posible reducir
la proporcion de individuos infecciosos mediante la medicacion o vacunacion en masa y asi
reducir la prevalencia de las enfermedades en los lechones destetados (Cano y Pijoan,
2008).
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1.4. VACUNAS

Las vacunas son sin duda, la herramienta més valiosa que la inmunologia ha generado. Las
primeras vacunas se prepararon con los microorganismos completos (inactivados o
atenuados) o con sus productos de secrecion (toxinas). Estas vacunas, que aln se siguen
empleando, se describen como “vacunas de primera generacion” (Tabla 4). Con el
conocimiento de que los agentes patogenos son entidades constituidas por una gran
diversidad de antigenos, la mayoria de los cuales son irrelevantes como inductores de
inmunidad, los antigenos identificados como protectores se aislan, se purifican, se
secuencian y se reproducen por sintesis quimica para usarse como antigenos sintéticos, o
sus genes se identifican y se clonan para obtenerlos como antigenos recombinantes, estas
son las “vacunas de segunda generacion”. Desafortunadamente los antigenos sintéticos son
poco inmunogénicos y esto hace necesario el uso de adyuvantes, lo que dificulta un poco su
empleo. Los inconvenientes de baja inmunogenicidad, baja estabilidad y alto costo, han
impulsado el desarrollo de nuevas vacunas; asi se ha llegado a las vacunas de DNA, que se
preparan con los genes relevantes insertados en plasmidos o vectores vacunales; estas son

las “vacunas de tercera generacion” (Rojas-Espinosa, 2006).

Tabla 4. Ventajas relativas de las vacunas con microorganismos vivos y muertos (Tizard,
2006).

Ventajas de las vacunas vivas Ventajas de las vacunas inactivadas
Se requiere inocular poca dosis Estabilidad durante el almacenamiento
No se requiere adyuvante Escasa posibilidad de causar la

enfermedad por virulencia residual

Menor probabilidad de causar Escasa probabilidad de contener
hipersensibilidad microorganismos contaminantes

Induce la produccion de interferon

Costo relativamente bajo
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1.5.

IMPORTANCIA DE LA VACUNACION

Las infecciones representan un enorme desafio para el desarrollo de vacunas mucosales con
el objetivo de inducir inmunidad que pueda impedir que el agente infeccioso se adhiera y
colonice el epitelio de la mucosa, 0 pueda penetrar y replicarse en la mucosa, y/o que se
pueda bloguear a las toxinas microbianas que afectan al epitelio y a otras células (Holmgren
y Czerkinsky, 2005). La vacunacion es reconocida como una de las herramientas médicas y
veterinarias mas efectivas para el control de las enfermedades. De igual manera constituye

un arma en Salud Publica para prevenir la diseminacion de zoonosis.

Las vacunas funcionan estimulando la respuesta inmunitaria del individuo sin que éste sufra
la enfermedad o ponga en riesgo su vida. Una vacuna ideal seria aquella capaz de conferir
un grado de inmunidad comparable al provocado por la infeccion natural. Como esto no
ocurre, las vacunas deben aplicarse méas de una vez. La mayoria de las vacunas estimulan

tanto la respuesta inmune celular como la humoral (Rojas-Espinosa, 2006).

En medicina porcina, el objetivo de la aplicacion de un programa de vacunacion es el de
prevenir y controlar enfermedades infecciosas, mejorar el bienestar animal, y disminuir el
costo de produccién de los cerdos. Debido a la tendencia mundial hacia una reduccion en el
consumo de antibidticos, la vacunacion masiva representa una herramienta fundamental, no
solo para el control de enfermedades, sino para reducir el riesgo de la presencia de residuos
quimicos en la carne, ofreciendo un beneficio innegable en el &ambito de salud pablica. Los
programas de vacunacion masiva en cerdos, permiten la proteccion de una proporcion
importante de individuos al reducir la circulacion de los patégenos en la poblacion

inmunizada. Esto ha sido util para la erradicacion de enfermedades (Utreta, 2007).

Puesto que un amplio nimero de microorganismos y microparticulas entran a las vias
aéreas con cada respiracion, este tracto representa uno de los principales portales para la
entrada de virus y patdgenos bacterianos (Slayton, 2007). Por ello es importante inducir
inmunidad local, y en estos casos seria mas apropiado administrar las vacunas en el sitio de

invasion microbiana.
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1.6 VIAS DE ADMINISTRACION DE VACUNAS

El principal objetivo de la aplicacion de vacunas es estimular el sistema inmune del

hospedador con el fin de contrarrestar el efecto de la infeccion (Utreta, 2007).

Dentro de los planes sanitarios en la mayoria de las explotaciones porcinas, el uso de
bioldgicos esta muy arraigado y son pocas las entidades infecciosas del cerdo hacia las

cuales no se han desarrollado vacunas.

La mayoria de las vacunas disponibles para combatir las enfermedades respiratorias en la
piara se aplican por via parenteral, que es el método més sencillo y comun y resulta 6ptimo
para enfermedades en las que sea importante desarrollar inmunidad sistémica, pero ésta no
proporciona inmunidad mucosal y por lo tanto la proteccién contra las enfermedades es
incompleta (Aiello, 2000).

1.6.1 VIAS DE INMUNIZACION PARENTERAL (INTRAMUSCULAR Y
SUBCUTANEA)

El método mas simple y usual para la administracion de vacunas es la via intramuscular
(IM) o subcutanea (SC). Por supuesto, estas vias resultan excelentes para grupos
relativamente pequefios de animales y en afecciones en las cuales es importante la
inmunidad sistémica (Tizard, 2006). La inmunizacion sistémica asegura de que las
cantidades adecuadas de antigeno llegan al tejido linfoide periférico para la induccion de
proteccién contra infecciones, pero es en gran medida ineficaz para proporcionar
inmunidad a nivel de las mucosas (Sedgmen et al., 2004). Las vacunas aplicadas
parenteralmente generalmente inducen una pobre inmunidad en la mucosa (Bravé et al.,
2008).
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1.6.1.1 RESPUESTA A LA VACUNACION PARENTERAL

La vacunacion parenteral induce respuesta de anticuerpos séricos y raramente provoca
respuesta de IgA (Berinstein, 2005). Los antigenos inyectados por via subcutanea
generalmente inducen las respuestas méas fuertes, lo que probablemente se debe a que el
antigeno es capturado por las células de Langerhans y presentado de forma eficaz a los
ganglios linfaticos locales; este es el método mas utilizado cuando el objeto del
experimento es producir anticuerpos o células T especificas contra un antigeno
determinado. Los antigenos inyectados o difundidos directamente al torrente sanguineo
tienden a inducir tolerancia, a no ser que se unan a las células del huésped o se inyecten en
forma de agregados, que son rapidamente capturados por las células presentadoras de

antigeno (Janeway, 2003).

La generacion de altos niveles de 1gG en suero, a través de la inmunizacion parenteral,
puede ofrecer una fuente de anticuerpos funcionales, siempre que los anticuerpos 1gG
puedan llegar a la superficie de la mucosa. En este sentido, la secreciones de las vias
respiratorias inferiores y el tracto reproductor femenino pueden contener tanto IgG como
IgA (Berinstein, 2005).

La inmunizacion parenteral, proporciona solamente respuesta inmune sistémica,
caracterizada por altos niveles de IgG en suero (Giri et al., 2005). Los bajos niveles de IgA
en secreciones después de la inmunizacién subcutanea son consistentes con la idea de que
es esencial centrarse en el tejido linfoide asociado a mucosas para inducir respuesta inmune
local (Giri et al., 2005).
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1.6.2 VIA TRANSCUTANEA

La inmunizacidn transcutanea (TC) es la aplicacion de una antigeno y adyuvante en la piel
para inducir una respuesta especifica contra ese antigeno. La inmunizacion en piel utiliza
potentes células dendriticas derivadas de la médula Gsea en el exterior de las capas
epidérmicas de la piel. Las células dendriticas proporcionan funciones de
inmunovigiliancia, y cuando son activadas por microorganismos, migran de la piel a los
ganglios linfaticos regionales e inducen una respuesta contra el antigeno especifico por los
linfocitos B y T. La inmunizacion TC, en adicion con agentes inmunoestimulantes (toxinas
microbianas o de la sefial inflamatoria), en el sitio de la administracion del antigeno,
proporciona la sefial de activacion necesaria para que las células dendriticas maduras
expresen altos niveles de moléculas coestimuladoras, secreten citocinas y se conviertane en
potentes células presentadoras de antigeno capaces de producir una respuesta inmune a la
coadministracion del antigeno. Esta es una nueva estrategia de inmunizacion para inducir
una respuesta mucosal de IgG e IgA secretora en ratones y humanos, y proteccion
inmunitaria contra desafios mucosales contra virus y toxinas (Belyakov, 2004). La via TC
también induce inmunidad sistémica mediada por células a péptidos y proteinas enteras, los
adyuvantes son necesarios para inducir una buena respuesta inmune contra los antigenos

administrados por esta via (Belyakov, 2004).

La respuesta inmune mucosal es considerada conveniente para detener a los patdgenos en el
punto de entrada. La inmunizacion en la piel genera respuesta mucosal en intestino,
pulmon, saliva y tracto reproductor de la hembra (Belyakov, 2004). Muchos estudios sobre
la inmunizacion TC han demostrado la potencia de esta ruta de administracion contra
agentes de enfermedades infecciosas tales como toxinas bacterianas, bacterias vivas y virus
(Belyakov, 2004).
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1.6.3 VIAS DE INMUNIZACION MUCOSAL MAS COMUNES (ORAL E
INTRANASAL)

La mayoria de los agentes infecciosos inician la infeccidn tras la interaccidn con las superficies
mucosas que recubren el tracto digestivo, respiratorio o genital (Sedgmen et al., 2004;
Holmgren y Czerkinsky, 2005; Berinstein, 2005; Alcdn, 2005). La principal defensa de estas
superficies es el sistema inmune de la mucosa (Berinstein, 2005). La primera razon para usar la
ruta de vacunacion mucosal es porque la aplicacion local de la vacuna es a menudo
necesaria para inducir una respuesta inmune protectora (Sedgmen et al., 2004; Holmgren y
Czerkinsky, 2005). Para muchos agentes patdgenos, se requiere una proteccion optima,
probablemente con efectores inmunes mucosales y sistémicos y una estrategia mas efectiva
para las vacunas mucosales podria ser la combinacion del estimulo primario, que implica la
distribucion sistémica y mucosal (Neutra y Kozlowski, 2006). Gleeson y sus colegas
describen que la IgA en saliva ha demostrado ser eficaz para medir la respuesta inmune en

la mucosa del tracto respiratorio superior (Gleeson et al., 2000).

En el estudio de Giri y sus colegas se evaluaron dos rutas de inmunizacion para inducir
respuesta inmune sistémica y mucosal. Ellos observaron que la inmunizacién intransal
confiere mejor proteccién, particularmente a nivel de pulmén, que la vacunacién
subcutanea contra tuberculosis en ratones. La induccion de la respuesta inmune del agente

proteico requiere el uso de adyuvantes (Giri et al., 2005).

Villena y sus colaboradores, realizaron un estudio para evaluar la inmunizacion oral y sus
resultados mostraron que cuando se usa la vacuna via oral, es necesario un refuerzo para

conferir proteccion (Villena, 2008).
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1.6.3.1 RESPUESTA A LA VACUNACION MUCOSAL

La investigacion clinica de las vacunas se ha basado en gran medida en la inyeccion de
antigenos, y la mayoria de las vacunas en uso se administra por via subcutanea o
intramuscular (Neutra y Kozlowski, 2006). Esto es comprensible porque la inyeccion
proporciona una cantidad conocida de antigeno en el cuerpo y los resultados en la
produccidn de anticuerpos especificos son faciles de medir en muestras de sangre (Neutra y
Kozlowski, 2006). En contraste, el entendimiento de la inmunidad y desarrollo de vacunas
mucosales se ha quedado atras, en parte porque la administracion de las vacunas mucosales
y la medicion de la respuesta inmune son mas complicadas. Las dosis de las vacunas
mucosales, que en realidad entran al cuerpo, no pueden ser medidas con precision y los
anticuerpos en la secrecion mucosal son dificiles de obtener y cuantificar (Neutra y
Kozlowski, 2006). La dieta de todos los animales consiste en un complejo mixto de
productos vegetales y animales, la mayoria de los cuales son potencialmente antigénicos
(Mowat, et al., 2005). Experimentos realizados en animales indican que la exposicién oral
o nasal a ciertos antigenos (ej. Proteina béasica de mielina, ovoalbimina) induce un estado
de tolerancia sistémica sobre la inmunizacion sistémica. Este fendmeno se ha documentado
en humanos inmunizados intranasal u oralmente. La inmunizacién sistémica subsecuente
con el mismo antigeno demuestra claramente una supresion de la proliferacion de células T
y reacciones de hipersensibilidad retardada (tolerancia) (Boyaka, et al., 2005). Tolerancia
es la ausencia de respuesta del sistema inmunitario contra un antigeno que ha sido
reconocido previamente (Garcia, 2007). La supresion de la respuesta Thl y quizas la Th2
seria contraproducente en las estrategias de inmunizacidn, cuyo objetivo es inducir
proteccion. Sin embargo, cabe destacar que la supresion de la respuesta inmune mediada
por células T se produce solo cuando el mismo antigeno es administrado por via mucosal al

animal previamente sensibilizado (Boyaka, et al., 2005).
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1.6.4 VIA ORAL

La via oral es un medio ideal para el suministro de vacunas profilacticas y terapéuticas, ya
que el suministro oral se asocia con administracion simple y mejor seguridad. Ademas,
a diferencia de la inmunizacion sistémica, la administrada oralmente induce respuesta
inmune mucosal. Para obtener una inmunizacion efectiva de vacunas de péptidos y
proteinas administradas por via oral, los antigenos deben ser protegidos para evitar su
degradacion y la respuesta inmune innata sea activada (Villena, 2008). Ademas, la
administracion de vacunas por esta via tiene la ventaja de que potencialmente pueden llegar
al tejido linfoide asociado a mucosas y pueden inducir respuesta inmune tanto en suero
como secretora. Sin embargo, la inmunizacion oral ha sido limitada debido a la captacién
ineficiente de antigeno, induccién de tolerancia, la degradacion proteolitica del antigeno
antes de que llegue a las células inmunes (Villena, 2008), a que el antigeno se diluye en la
secrecion mucosal, es capturado en el moco, atacado por proteasas y nucleasas, y excluido
por la barrera epitelial. Es por eso que se requieren grandes dosis de vacuna y es imposible
determinar con exactitud cudl es la dosis que atraviesa la mucosa. Los antigenos que no se
eliminados son tomados en niveles bajos, es por ello que muchos antigenos pueden inducir

tolerancia (Mayer y Shao, 2004; Neutra y Kozlowski,, 2006).

1.6.4.1 RESPUESTA A LA VACUNACION ORAL

Las células B de la mucosa se diferencian para convertirse en células plasmaticas de la
mucosa, la mayoria de las cuales producen IgA dimérica que se exporta en secreciones
como IgA secretora (SIgA) para interceptar los antigenos y patogenos, y para evitar la
invasion de la mucosa. Las IgG neutralizantes también estan presentes en las mucosas; la
IgG en la mucosa pudiera derivarse de las células plasmaticas locales o de sangre, por

difusion desde los capilares fenestrados. Las células infectadas podrian ser eliminadas por
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los linfocitos T citotdxicos (CTL), por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) o por una colaboracion entre células asesinas naturales (NK) y los anticuerpos
(Neutra y Kozlowski, 2006).

Las estrategias de deteccion de los antigenos se adaptan a las diversas barreras epiteliales
que cubren las superficies mucosas de todo el cuerpo, pero todas implican a las células
dendriticas (DC). Las DC podrian reunirse inmediatamente debajo de los epitelios, migran
a la capa epitelial, e incluso lanzan las dendritas hacia la luz de la mucosa para capturar
antigenos. Las DC de cualquier superficie de la mucosa pueden viajar por la linfa a los
ganglios linfaticos mas cercanos para presentar el antigeno a las células T. En el tejido
linfoide organizado de la mucosa, las células M especializadas en el epitelio asociado al
foliculo entregan a los antigenos a través de la barrera epitelial directamente a las DC
subepiteliales que luego presentan antigenos a nivel local en las areas adyacentes de células

T de la mucosa (Figura 1) (Neutra y Kozlowski, 2006).
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Figura 1.- Muestreo de los antigenos en la superficie mucosal: colaboracion de las células
epiteliales y células dendriticas en la mucosas (Porparatto, et al., 2007).
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La inmunizacion oral es una ruta comdnmente empleada para inducir respuesta de IgA
mucosal después de la captacion del antigeno en las placas de Peyer del intestino delgado.
Sin embargo, este aprovechamiento se ve limitado por enzimas y la degradacion
proteolitica del Ag en el estbmago lo que potencialmente puede comprometer su
imunogenicidad (Sedgmen et al., 2004). En un estudio, se midio la respuesta inmune
especifica en cerdos después una inmunizacion oral con un sistema liberador de antigeno
en microcapsulas de E.coli y fimbria, los resultados mostraron que la inmunizacion oral
con este sistema no fue efectiva para inducir anticuerpos IgA en la mucosa y proteccion

contra E. coli en la mucosa intestinal (Felder et al., 2000).

1.6.5 VIA INTRANASAL

Aunque, la inmunizacion nasal podria ser particularmente efectiva para la proteccién contra
patdgenos respiratorios, la Optima proteccion en el tracto gastrointestinal, de recto y tracto
genital femenino aun podria requerir una vacuna oral, rectal o vaginal (Neutra y Kozlowski,
2006).

La via intranasal es eficaz para inducir inmunidad en la mucosa del tracto respiratorio
superior 'y para conferir proteccion contra enfermedades infecciosas severas (Kurono et
al., 1999; Saito et al., 2001 Giri et al., 2005). En este sentido, la vacunacion intranasal
ofrece ventajas deseables, como la facilidad, flexibilidad y la habilidad para desencadenar
la activacion tanto de inmunidad mucosal como sistémica (Giri et al., 2005).

Varios estudios han indicado que la inmunizacion intranasal proporciona proteccion parcial
contra Mycobacterium virulenta en desafios con aerosoles (Falero-Diaz et al., 2000; Giri
et al., 2005) . Se ha mostrado que la inmunizacion intranasal, pero no la oral, en el ganado
usando como antigeno microesferas de alginata que contenian albumina sérica porcina,
induce respuesta inmune especifica contra el antigeno, en suero y en secrecion nasal. Sin

embargo, niveles bajos de células secretoras de anticuerpos en sangre periférica y de
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proliferacion de linfocitos in vitro fueron observados después de una inmunizacion
intranasal (Rebelatto et al., 2001).

1.6.5.1 RESPUESTA A LA VACUNACION INTRANASAL

La vacunacion ideal es aquella que proporcione tanto proteccion mediada por células y
humoral, no solo en la superficie de las mucosas pertinentes, sino también en todo el
cuerpo. En este sentido, la vacunacién mucosal ha mostrado potencial (Neutra y
Kozlowski,, 2006). La inmunizacion nasal en humanos y ratones produce mejor respuesta
de anticuerpos sistémica que otras rutas de inmunizacion mucosal (Neutra y Kozlowski,,
2006). En ratones, monos y humanos, las vacunas administradas por esta via han inducido
respuesta especifica mucosal de anticuerpos IgA en glandulas salivales, tracto respiratorio
alto y bajo, tracto genital masculino y femenino, y en intestino delgado y grueso (Neutra y
Kozlowski,, 2006). Ademas, se ha demostrado que la inmunizacién intranasal con
antigenos, en combinacién con adyuvantes, puede ser eficaz en la induccion de la IgA
secretora, que desempefia un papel importante en la proteccién del hospedero contra
patdgenos bacterianos y virales (Kurono et al., 1999; Saito et al., 2001; Giri et al., 2005).
Giri et al, demuestran que con la vacunacion intranasal aumentaron los niveles de IgA en
pulmon y lavado nasal en ratones. Por otra parte, la vacunacion intranasal no s6lo aumentd
la secrecion de IgA, 1gG e 1gG2a en la mucosa, sino que también estimulo la produccion de
IgG1 e IgG2a a nivel sistémico (Giri et al., 2005).

El tipo de respuesta inmune generada por la entrada de un antigeno por via intranasal
depende, entre otras cosas, de la naturaleza del mismo. Los antigenos particulados, como
virus y bacterias, son eliminados gracias a los mecanismos inespecificos, como las
secreciones mucosas, la accion de los cilios y la flora microbiana local, entre otros. Sin
embargo, cuando estos mecanismos son afectados debido a infecciones 0 a contaminantes
ambientales, o0 cuando existe una exposicion repetida a antigenos, éstos se adhieren

entonces a las células M, las cuales se encuentran recubriendo una buena parte del tejido
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linfoide y que estan especializadas en la transportacion selectiva de particulas antigénicas
desde la luz hacia adentro, donde se encuentran las células del sistema inmune. Estos
materiales endocitados se mantienen practicamente inalterados y luego son liberados en la
zona basal de estas células, donde existen invaginaciones en forma de bolsillos que
permiten una estrecha interaccion con las células inmunologicas que estdn inmediatamente
por debajo. Los antigenos no particulados o solubles penetran la mucosa nasofaringea a

través de la barrera epitelial por fuera de las células M (Figura 2) (Batista, 2003).
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Figura 2.-Los antigenos particulados penetran a través de las células M presentes en el
tejido linfoide asociado a nariz (TLAN) y luego son transportados hacia los linfonodos
cervicales profundos (LNCPs) donde se generan respuestas inmunoestimulantes. Por su
parte, los antigenos solubles penetran mayoritariamente atravesando la barrera epitelial,
siendo captados por las células presentadoras de antigenos en la lamina propia que las
transportan hacia los linfonodos cervicales superficiales (LNCSs), donde se generan
respuestas inmunoestimulantes o supresoras (Batista, 2003).
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1.6.6 PROTOCOLOS DE INMUNIZACION COMBINADOS

Debido a que la administracion directa de inmundgenos en las mucosas no permite asegurar
la dosis realmente tomada por el sistema inmune y debido a que es frecuente la induccion
de tolerancia al Ag, la combinacion de inmunizacidn parenteral/mucosal podria ser una
alternativa para lograr inmunidad integral (mucosal/sistémica). En un modelo bovino, la via
SC result6 en un incremento de IgG1 e IgG2 asi como de IgA después de un refuerzo oral,
(Bowersock, et al, 1997). Los resultados de Bowersock, siguieren que la via SC puede
mejorar la respuesta inmune a los antigenos administrados por via oral, como lo muestra el
aumento de IgA en FLBA (fluido de lavado bronquioalveolar) en novillos inmunizados
SCl/oral comparado con los inmunizados oral/oral. EI mecanismo por el cual la via SC en
primera instancia mejora la inmunidad mucosal no esté totalmente entendido (Bowersock et
al , 1997). La inmunizacién parenteral ha mostrado que induce baja respuesta de IgA
polimérica sistémica y mucosal en ratones y humanos. El reforzamiento mucosal puede
mejorar la respuesta de los linfocitos. La proteccion del ganado con la inmunizacion
oral/oral ante un desafio por un agente infeccioso es incierta por los niveles bajos que esta
proporciona (Bowersock, et al., 1997). Sin embargo, la inoculacion SC antes que la
intrabronquial (IB) u oral induce a las ASC (células secretoras de anticuerpos), a producir
IgA, 1gG1 e 1gG2 y se diferencia de la oral/oral por la respuesta tan alta de IgA (Bowersock
et al.,, 1997). En un estudio realizado por Alcon y colaboradores, probando vias de
inmunizacion combinada SC/SC y SC/IN los resultados mostraron una produccion alta de
IgG especifica comparado con el grupo control. En contraste, solamente el protocolo SC/IN
indujo significativamente altos niveles de IgA en suero. En andlisis adicionales mostraron
que solo la inmunizacion combinada (SC/IN) induce IgA en secrecion nasal y pulmonar
(Alcon et al., 2005). En un estudio adicional, evaluaron la eficacia de de la inmunizacion
intranasal. Después de la primera inmunizacién IN y SC, los animales presentaron una
respuesta mayor IgA e IgG en suero en comparacion con el grupo control. Para evaluar si
era posible inducir inmunidad en las mucosas los animales recibieron una segunda

inmunizacion IN y las respuestas de anticuerpos fueron evaluados 1 semana después
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1.7

encontrando un incremento en los niveles de 1gG e IgA en suero. La administracion IN
demostré ser un método no intrusivo efectivo para la administracion de Ags en cerdos,
induciendo tanto respuesta inmune sistémica como local, cuando se combina con un
refuerzo SC (Alcon et al., 2005).

DETERMINACION DE LA RESPUESTA INMUNE

Las respuestas inmunitarias de los animales pueden determinarse en dos formas generales
en el laboratorio de diagndstico. Pueden usarse anticuerpos especificos para detectar o
identificar un antigeno (Dx directo), o la deteccién de anticuerpos especificos en el suero
permite establecer si un animal estuvo expuesto a un antigeno en especial (Dx indirecto).
Las técnicas de serologia diagnostica caen en tres categorias generales (tabla 6). Las
pruebas de unién primaria miden directamente el enlace de antigenos y anticuerpos. Estas
se realizan combinando antigenos y anticuerpos, y después midiendo las cantidades de
inmunocomplejos que se hayan formado. Las pruebas de union secundaria miden los
resultados de la interaccion antigeno-anticuerpo in vitro. Estas suelen ser menos sensibles
que las de union primaria, pero son mas faciles de realizar. La reaccidn entre antigeno y
anticuerpo por lo general va seguida de una segunda reaccion. Por lo tanto, si se combinan
anticuerpos con antigenos solubles en solucidn, los complejos resultantes pueden precipitar.
Si los antigenos son particulado (p. ej. bacterias o eritrocitos) los anticuerpos los agregan o
aglutinan. Si el anticuerpo puede activar la via clasica del sistema del complemento y el
antigeno se encuentra en una superficie celular, entonces el resultado puede ser la lisis de la
célula. Las pruebas mas complejas, las de union terciaria, miden el efecto protector real de
los anticuerpos en un animal (Tizard, 2006).
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Tabla 6. Cantidad minima de proteinas de anticuerpos que puede detectarse mediante

pruebas inmunitarias selectas (Tizard, 2006).

PRUEBAS PROTEINA (Ug/ml)
Pruebas de union primaria

ELISA 0.0005
Radioinmunoanalisis competitivo 0.00005
Pruebas de unidn secundaria

Precipitacion en gel 30
Precipitacion en anillo 18
Aglutinacion bacteriana 0.05
Hemoaglutinacion pasiva 0.01
Inhibicion de la hemoaglutinacién 0.005
Fijacion de complemento 0.05
Neutralizacion viral 0.00005
Actividad bacteriana 0.00005
Neutralizacion de antitoxina 0.06
ELISA 0.0005
Pruebas in vivo

Anafilaxis cutanea pasiva 0.02

Analisis cuantitativo es la determinacion de la abundancia absoluta o relativa (muchas
veces expresada como concentracion) de una, varias o todas las particulas presentes en una
muestra. Una vez que se conoce la presencia de cierta sustancia(s) en una muestra, el

estudio de su abundancia absoluta o relativa puede ayudar en la determinacion de
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1.8

propiedades especificas. Por ejemplo, el analisis cuantitativo realizado por la
espectrometria de masas sobre muestras biologicas puede determinar, por la proporcion de
abundancia relativa de proteinas especificas, indicaciones de ciertas enfermedades, como el

cancer.
Cuantitativo vs cualitativo

El término "andlisis cuantitativo” muchas veces se usa para compararse con el "analisis
cualitativo”, el cual busca informacion sobre la identidad o forma de la sustancia presente.
Por ejemplo, un quimico se le podria dar una muestra sélida desconocida. El usara técnicas
"cualitativas" para identificar los componentes presentes, y luego técnicas cuantitativas

para determinar la cantidad de cada uno de estos componentes.

Los aspectos cuantitativos son de suma importancia, solo a partir de datos cuantitativos ha
sido posible deducir muchos de los conceptos basicos sobre la naturaleza de los antigenos,
anticuerpos, y sus reacciones. Los analisis de éstas proporcionan datos sobre la cantidad
aproximada de anticuerpo o antigeno existente en la muestra bioldgica (Cushing y
Camphell 1960), lo que permite su analisis estadistico y la obtencion de conclusiones mas

solidas, cosa que con la determinacién cualitativa no puede hacerse.

INMUNOENSAYO LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

El ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA) utiliza una enzima como marcador
para medir la formacién de complejos antigeno-anticuerpo. Existen diversas variaciones al
método de ELISA para detectar y cuantificar ligandos de alto peso molecular (>30 000
daltons), el marcador enzimatico que se emplea en estos andlisis se conjuga con un ligando,
que puede ser un antigeno, un anticuerpos especifico para el antigeno de interés o un
anticuerpo para el anticuerpo primario (Guzman-Vazquez, 2004). Existen mudltiples

variantes de esta técnica, siendo las principales:
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ELISA directo (ensayo simple de dos capas). Las placas de ELISA se preparan
recubriendo los pocillos con las muestras en las que se sospecha se encuentra el antigeno.
Se incuban con anticuerpos marcados, que indican la presencia de antigeno en la solucion
analizada. Es necesario incluir controles negativos que seran muestras del mismo tipo de las
analizadas (sangre, orina,...) pero en las que se tenga la certeza de la ausencia del antigeno
buscado. Asimismo se incluyen controles positivos (soluciones donde se encuentra el

antigeno buscado).

ELISA indirecto. Este sistema permite cuantificar una gran cantidad de antigenos. Es
utilizada para la deteccion del virus PRRS, esta prueba detecta las IgG que aparecen de 7 a
11 dias postinfeccion, con una produccion maxima a los 30-50 dias y declina hasta ser
detectable alrededor de 4 a 6 meses postinfeccion (Chavéz 2009). Esta técnica consiste en
poner la muestra del suero sospechoso en contacto con células infectadas por PRRSV, para
posteriormente buscar evidencia de la reaccion antigeno- anticuerpo mediante la utilizacion
de un anticuerpo contra PRRS conjugado con fluoresceina. Es una prueba rapida,
econdmica y especifica (99.5% de especificidad) (Chavéz 2009).

ELISA tipo “Sandwich”, utiliza dos tipos distintos de anticuerpos que reaccionan con el
antigeno cuya concentracion se quiere medir. Se utiliza para la deteccion de Tenia solium
mediante las muestras del suero sanguineo para procesarlas mediante la prueba ELISA

Sandwich para la deteccidn de antigeno soluble (Sanchez, 2004).

COLECCION Y PROCESAMIENTO DE SECRECIONES DE
LAS MUCOSAS

La apropiada coleccion y procesamiento de las muestras mucosales son de suprema
importancia para la subsecuente evaluacion de los niveles de anticuerpos especificos. En
contraste con la coleccion unica y uniforme de suero, las secreciones externas requieren
precauciones especiales. Por lo cual no todos los meétodos son adecuados para las

secreciones externas (Mestecky, 2005).
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Saliva

La saliva es la muestra mas fécil de recolectar y es uno de los fluidos mas representativos
de todas las secreciones externas, porque contiene bajos niveles de 1gG, especialmente en

las secreciones parotideas (Mestecky, 2005).
Secrecion nasal

Por el interés que existe en la inmunizacion intranasal, la coleccion de esta secrecion es
considerablemente importante aunque el procedimiento de lavado de la cavidad nasal para

la recoleccion de la muestra causa una pequefia molestia en los donantes (Mestecky, 2005).

En bovinos la coleccion de la secrecion nasal se hace mediante la colocacion de unos
tapones de tamario regular dentro de cada fosa nasal por aproximadamente 10 minutos. Los
tapones se meten inmediatamente a un tubo universal de 30 ml que contiene 3 ml de PBS
frio mas un cdctel de inhibidores de proteasas y son mezclados inmediatamente. Las
muestras son almacenadas en hielo antes de su aclaraciéon por centrifugacion (McNeilly,
2007).
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JUSTIFICACION

Las enfermedades infecciosas son causa de altas pérdidas econdmicas para la porcicultura
en México. La principal via de entrada de los agentes patdgenos son las mucosas que
podrian protegerse a través de la vacunacion. Sin embargo, las vias méas comunes de
aplicacion de vacunas son intramuscular o subcutanea, que producen respuesta sistémica de
IgG principalmente, pero no producen respuesta a nivel de mucosas. Por lo anterior, es
necesario probar nuevas vias de inmunizacién que proporcionen inmunidad mucosal para evitar la

entrada de los patdgenos al organismo neutralizdndolos a ese nivel.
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3  HIPOTESIS

@ La administracion de antigenos por vias de inoculacion combinadas, induce una mejor

respuesta inmune sistémica y mucosal.
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OBJETIVO GENERAL

@ Evaluar diferentes vias de inmunizacion para obtener respuesta inmune sistémica y

local en cerdos destetados.

OBJETIVO PARTICULAR

@ Cuantificar la respuesta inmune de 1gG e IgA en suero, saliva y secrecion nasal,
contra ovoalbumina, como antigeno soluble, administrado por diferentes vias en

cerdos destetados por la técnica de ELISA
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METODOLOGIA

Disefio del experimento 1

Se emplearon 20 cerdos destetados del CEIEPP, Jilotepec, de 21 dias de edad, divididos en
4 grupos con 5 cerdos cada uno, antes del procedimiento se les dio una semana de
adaptacion. Fueron inmunizados los dias 0 y 14 con 8 mg de ovoalbimina (OVA)/cerdo en
PBS y con adyuvante oleoso (VET LO7 GIBCO) a 3 grupos, por diferentes vias (grupo 1
TC/TC, grupo 2 SC/TC y grupo 3 SC/SC), el control fue inoculado con PBS y adyuvante
Unicamente por via subcutanea en las 2 ocasiones. En el dia 43 se realizd una prueba
intradérmica Unicamente a los grupos inmunizados, se les aplico del lado derecho entre la
sexta y séptima teta 1mg de ovoalbdmina en 100ul de PBS y del lado izquierdo entre la
sexta y séptima teta 100ul de PBS. Las lecturas se realizaron cada 24 horas por tres dias,
mediante la medicion del eritema e induracion, sacando el didmetro de este. Se tomaron
muestras de suero, secrecion nasal y saliva, desde el dia 0 cada 7 dias durante 8 semanas
(Tabla 7).

Tabla 7. Calendario y vias de inmunizacion del experimento 1 (ver detalles en el texto).

GRUPO 1 Dia0 Dia 14 Dia 43

A1 (n=5) TC (8mg/100ul OVA) | TC (8mg/100ul OVA) | Prueba ID
(Img/100ul)

B, (n=5) SC (8mg/ImL OVA) | SC (8mg/ImL OVA) | Prueba ID
(Img/100ul)

C: (n=5) SC (8mg/lmL OVA) | TC (8mg/100ul OVA) | Prueba ID
(Img/100ul)

D (control); | SC (ImL PBS + SC (ImL PBS + No se realiz

(n=5) adyuvante) adyuvante)
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Disefio del experimento 2

Se ocuparon 20 cerdos destetados del CEIEPP Jilotepec de 21 dias de edad divididos en 4
grupos con 5 cerdos cada uno, antes del procedimiento se les dio una semana de
adaptacion. Fueron inmunizados los dias 0 y 10 con 8 mg/cerdo de ovoalbumina en PBS
con adyuvante oleoso por las vias SCy TC y con 16 mg/cerdo de OVA en PBS solo por la
via intranasal, al dia 20, como sigue: grupo 1, SC/TC/TC; grupo 2, SC/SC/IN y grupo 3,
SC/TC/IN, el control fue inoculado con PBS y adyuvante oleoso Unicamente por via
subcutanea en las 3 ocasiones. Se tomaron muestras de suero, secrecion nasal y saliva, 10s
dias 0, 10, 20, 27 y 57 post-inoculacion (tabla 8).

Tabla 8. Calendario y vias de inmunizacion del experimento 2 (ver detalles en el texto).

GRUPO 2 Dia 0 Dia 10 Dia 20

A, (n=5) SC (8mg/ImL OVA) | TC (8mg/100ul OVA) | TC (8mg/100ul OVA)
B, (n=5) SC (8mg/ImL OVA) | SC (8mg/ImL OVA) | IN (16 mg/ImL OVA)
C, (n=5) SC (8mg/1mL OVA) | TC (8mg/100ul OVA) | IN (16 mg/ImL OVA)
D (control), | SC (ImL PBS + SC (ImL PBS + SC (ImL PBS +

(n=5) adyuvante) adyuvante) adyuvante)

PREPARACION DEL ANTIGENO

Via subcutanea: se pesaron 8 mg de OVA (Sigma, grado V, Cat. No. A5503-10G), se
disolvié en 1000ul de PBS pH 7.4, se pas6 por un filtro de 0.22 um, ya filtrado se afiadio
50 ul de adyuvante oleoso (VET LO7 GIBCO), y se mezclaron por 1 minuto en un vortex
Genie 2 (DAIGGER, Cat. No. 3030A). La mezcla se mantuvo refrigerada a 4 C hasta su
utilizacion.

Via transcutanea: se pesaron 8 mg de OVA, se disolvio en 100ul de PBS 1X pH 7.4,y se
esteriliz6 con un filtro de 0.22um.

Via intranasal: se pesaron 16 mg de OVA, se disolvio en 1000ul de PBS 1X pH 7.4, se
paso por un filtro de 0.22um.
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Control: 1 mL de PBS pH7.4, se pasaron por un filtro de 0.22um, posteriormente se le

aplicaron 50 ul del adyuvante oleoso y se mezclaron perfectamente en un vortex.

VIAS UTILIZADAS

Subcutanea

1.- Se desinfecto el pliegue que esta debajo de la oreja con alcohol al 70%

2.- Se aplico 1 mL del antigeno, colocando la jeringa en un angulo de 45°

3.- Se saco la aguja y se presiond con el algodon, para evitar la salida del liquido.

Transcuténea

1.- Se desinfectd la oreja con benzal al 1%

2.- Se aplic6 xylocaina® al 10% (lidocaina 10g/ 100ml, Reg. No. 70354 SSA 1V,
AstraZeneca) en aerosol sobre la oreja.

3.- Se depild la zona de la oreja donde se aplico el Ag.

4.- Se limpio con xileno, para eliminar la grasa de la zona.

5.- Se tomo la oreja de tal forma que no se derramara el Ag, se coloc6 100 ul del Ag

6.- Con una lanceta (FinePoint™ lancetas, Lifescan. Inc. Johnson & Johnson Company) se
dieron 20 pinchazos, sobre la gota y se colocé el parche (Nexcare g venditas).

7.- Posteriormente se dejaron a los cerdos individualmente en una corraleta por 24 horas.
Intranasal

1.- Se les aplicé 1 ml del antigeno, con atomizador en las fosas nasales, aproximadamente
0.5 ml en cada una.

2.- Se mantuvo al animal con la cabeza hacia arriba aproximadamente 1 min, para evitar el
derrame del antigeno.

Control

1.- Se desinfecto el pliegue que esta debajo de la oreja con alcohol al 70%.

2.- Se aplico 1 mL del PBS, colocando la jeringa en un angulo de 45°.

3.- Se saco la jeringa y se presiond con el algodon, para evitar la salida del liquido.
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Prueba intradérmica

1.- Se desinfectd el abdomen entre la teta 6 y 7, de ambos lados.

2.- Del lado izquierdo se le inoculé 100ul (1mg/100ul) de OVA en PBS.
3.- Del lado derecho se le inoculd 100ul de PBS.

OBTENCION DE MUESTRAS

Preparacion del inhibidor de proteasas

El dia O del experimento se tomaron 2700 pl de PBS 1X a pH 7.4 y se colocaron en un tubo de 15
ml, posteriormente se tomaron 300 pl del stock de fluoruro de fenilmetil sulfonilo 0.01M (PMSF)
los cuales fueron mezclados con el PBS. De esta solucién se tomaron 50 pl y se colocaron en tubos

Eppendorf y se mantuvieron refrigerados.

Muestra de secrecion nasal y saliva

Para la toma de muestra de saliva y secrecién nasal a los cerdos se les dio 200 pl de extracto de
capsaicina, debajo de la lengua, para estimular la produccién de las secreciones y con esponjas
oftdlmicas quirurgicas (MEROCEL ’ Surgical Sponge Productscon, Cat.No. 400101, MEDTRONIC
XOMED. INC.), se tomaron las secreciones, se colocaron en los tubos Eppendorf identificados con
el numero de cerdo y la fecha para que la esponja hiciera contacto en el inhibidor de proteasas, se

mantuvieron en refrigeraciéon durante su traslado.

Muestra de suero

Se colocé al animal en decubito dorsal, con las extremidades anteriores y posteriores bien
sujetas, asi como la cabeza, se desinfectd el canal de la yugular que se encuentra entre la
punta del hombro y la punta del esternén, se localizé la zona a puncionar, se tomo la
muestra (entre 7 y 10 mL por animal), se colocé en una gradilla y se dejo a temperatura

ambiente hasta que se obtuvo el suero que se clarifico centrifugando.
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PROCESAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Muestras de secrecion nasal y saliva

En el laboratorio el dia del muestreo se colocaron los tubos Eppendorf en gradillas y se
dejaron en una hielera con refrigerante, se destaparon los tubos para colocar las esponjas de
forma inversa a como se metieron al momento de la toma, se centrifugaron a 10,000 x G
durante 3 minutos a 7 ° C, el sobrenadante se pas6 a un vial de 600 ul bien identificado,

con la muestra, numero del cerdo y la fecha, y fueron guardas a -20° C hasta su uso.
Suero

Se sacd el coagulo y el suero se centrifugd a 800 x G por 10 min a 4° C, se alicuoté 1ml de
suero en viales de 1.5 ml bien identificado con muestra, numero del cerdo y la fecha, y se

guardaron a -20°C hasta su uso.

TECNICA DE ELISA CUANTITATIVA PARA 1gG e IgA

1.- Se sensibiliz6 una placa de 96 pozos (Costar), con OVA (2ug /mL) en amortiguador de
carbonatos, en los pozos donde van las muestras (columnas 2 al 11 y filas A a H), en los
carriles de blanco del estandar (Bco STD, columna 1) y estandar (STD, columna 12) se

colocé el anticuerpo de captura (goat anti-pig 1gG o IgA- affinity purified, marca Bethyl)

en buffer de carbonatos, y se transfirieron 100111 a los carriles de Bco STD y STD. Se

tap6 con parafilm y se puso en refrigeracion toda la noche.

2.- Se lavé la placa con buffer de lavado (50mM Tris, 0.14M NacCl, 0.05% Tween 20, pH
8)

3.- Bloqueo; se transfirié buffer de blogqueo (50mM Tris, 0.14M NaCl, 1% de albumina
sérica bovina (BSA, Sigma) en todos los pozos de la placa, se incub6 30 minutos a 37 °C

en rotacién constante.
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4.- Se lavé la placa 3 veces con buffer de lavado.

5.- Las muestras y STD. Se utilizé un suero de referencia (pig reference serum, Bethyl),
para IgG se ajusto la concentracion a 1000 ng/ml de 1gG para las muestras de suero y a 100
ng/ml para mucosas. Después se realizaron diluciones dobles seriadas, terminando con
concentraciones de 7.8 y 0.77 ng/mL respectivamente. Para IgA el estandar se diluyo hasta
tener una dilucién inicial de 100 ng/ml para todas las muestras.

6. Se pusieron las diferentes concentraciones de la curva en los pozos correspondientes.

7. Muestras séricas: Se diluyeron 1:50 en buffer de dilucion (50mM Tris, 0.14M NaCl,
0.05% Tween 20, 1% BSA, pH8) y luego en diluciones triples seriadas.

8. Muestra de secrecion nasal y saliva: Se inici6 con una dilucion de 1:5 y luego haciendo
diluciones dobles seriadas.

9. Se incubd 1 hora a 37°C en rotacion constante.
10.- Se lavé la placa 5 veces con buffer de lavado

11.- Para IgG, se afiadio 100 pl del anticuerpo secundario con peroxidasa de rabano (goat
anti-pig-HRP, Bethyl), en buffer de dilucion y se incubd 1 hora en rotacion constante a
37°C.

12. Para IgA, se afiadio un anticuerpo monoclonal (Mouse Anti porcine IgA, Serotec) y se

incubd 1 hora en rotacion constante a 37°C.

8.- Se lavd la placa 5 veces con buffer de lavado.

10.- Reaccion de la enzima sustrato para 1gG: Sustrato ImL TMB (1mg de Tetrametil
Bencidina (TMB)/1ml Dimetil Sulféxido (DMSO) +10 mL de buffer de citratos+ 2ul H202
30%. Se dejo reaccionar hasta desarrollo de color, se par6 la reaccién con H2S0O4 2M vy se
ley6 a 450 nm.

11.- Se lavo la placa 5 veces con buffer de lavado

12.- Anticuerpo biotinilado (Goat Anti mouse 19gG, Zymed), 100 ul a cada pozo, se incubd

1 hora a 37° en rotaciéon constante.

10.- Se lavd la placa 5 veces con buffer de lavado
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11.- Estreptavidina (alkaline phosphatase-conjugated streptavidina, Jackson), 100 ul a

cada pozo, se incubd 1 hora a 37°C en rotacion constante.

12.-Se lavo la placa 5 veces.

13.-Reaccidon de la enzima sustrato: 11mL de buffer de dietanolamina + 100ul del stock
PNPP (1pg /10mL).

14.- Se dejé reaccionar de 30-45 minutos, se pard la reaccion con EDTA y se leyo la

reaccion a 405 y 450 nm.
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6 RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

1gG anti-OVA en suero

En la figura 3 se muestran los promedios y error estandar de la concentracion de 1gG anti-
OVA en suero (ug/ml) de 5 cerdos de cada grupo, en todos los dias de muestreo. Los
animales del grupo SC/SC, tuvieron un pico de respuesta al dia 21 (604 + 55.18ug/ml) de
IgG, teniendo diferencia significativa (P<0.01) contra el control (0.26 + 0.19 ng/ml) y el
grupo TC/TC (3.03 + 0.62 ng/ml)(P<0.01) y contra el grupo SC/TC (P<0.032). El grupo
SC/TC tuvo un pico de respuesta el dia 28 (25.38+ 8.29ug/ml), teniendo diferencia
significativa contra el control (0.26 + 0.19 ng/ml)(P<0.05) y el grupo TC/TC (0 ng/ml)
(P<0.005). El grupo TC/TC no tuvo diferencia significativa en ninguno de los dias (figura
3).
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IgG anti- OVA en suero
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Figura 3.- Concentracion de IgG especifica (ug/mL) contra OVA en suero de cerdos
destetados inmunizados por via SC/SC, SC/TC o TC/TC. Cada punto representa el
promedio y error estandar de 5 animales. Las cruces (+) representan diferencias contra el
grupo control y los asteriscos (*) representan diferencias entre grupos, los azules
diferencias contra el grupo TC/TC vy los rojos contra el grupo SC/TC. + (P<0.05), ++
(P<0.01). Las flechas negras muestran los dias de inmunizacion y la rosa el dia que se

realizo la prueba intradérmica.
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IgA anti- OVA en suero

En la figura 4 se muestran los promedios y error estandar de la concentracion de IgA anti-
OVA en suero (ng/ml) de los cerdos de cada grupo, en los diferentes dias de muestreo. Los
animales inmunizados por la via SC/SC, tuvieron un pico de respuesta al dia 21 (250 + 13.3
ng/ml), significativamente mayor al grupo control y el grupo TC/TC (P<0.001) y otros
picos los dias 42 y 49. El grupo SC/TC tuvo un pico de respuesta el dia 21 (260.57 + 13.29
ng/ml), teniendo diferencia significativa contra el control y el grupo TC/TC (P<0.001) y
otro pico al dia 49. El grupo TC/TC no mostro respuesta significativa en ninguno de los
dias (figura 4).
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Figura 4.- Concentracion de IgA especifica contra ovoalbumina (OVA) en suero de cerdos
inmunizados por via SC/SC, SC/TC o TC/TC, al destete. Cada punto representa el
promedio y error estandar de 5 animales. Las cruces (+) muestran las diferencias contra el
grupo control y los asteriscos (*) muestran diferencias entre grupos, los azules diferencias
contra el grupo TC/TC y los rojos contra el grupo SC/TC. + (P<0.05), ++ (P<0.01), +++
(P<0.001), las flechas negras muestran los dias de inmunizacion y la rosa el dia que se

realizd la prueba intradérmica.
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1gG anti- OVA en secrecion nasal

En la figura 5 se muestran los promedios y error estandar de la concentracion de IgG anti-
OVA en secrecion nasal (ng/ml) de por lo menos 5 cerdos de cada grupo, de todos los dias
de muestreo. No se encontraron diferencias significativas entre grupos, dada la gran
variacion entre individuos y solo algunos animales inmunizados por via SC/SC tuvieron un
pico de respuesta de 1gG al dia 42 (83.21 + 77.42.ng/ml),. En ningln grupo se encontrd

diferencia significativa contra el control (figura 5).

lgG anti-OVA en secreciéon nasal
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Figura 5.- Concentracion de 1gG especifica contra ovoalbumina (OVA) en secrecion nasal
de cerdos inmunizados por via SC/SC, SC/TC o TC/TC. Cada punto representa el promedio
y error estandar de 5 animales, las flechas negras muestran los dias de inmunizacion y la

rosa el dia que se realizé la prueba intradérmica.
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IgA anti- OVA en secrecion nasal

En la figura 6 se muestran los promedios y error estandar de la concentracion de IgA anti-
OVA en secrecion nasal (ng/ml) de por lo menos 5 cerdos de cada grupo, de todos los dias
de muestreo. Los grupos de animales inmunizados por las vias SC/SC y SC/TC, tuvieron
un pico de respuesta de IgA al dia 35 (161.69 + 29.72. ng/ml y 166.18 + 14.81ng/ml
respectivamente), con diferencias significativas (P<0.001) contra el grupo control. El grupo

TC/TC no tuvo respuesta significativa sobre el control (figura 6).
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Figura 6.- Concentracion de IgA especifica contra ovoalbumina en secrecién nasal de cerdos
inmunizados por via SC/SC, SC/TC o TC/TC. Cada punto representa el promedio y error
estandar de 5 animales. Las cruces (+) muestran las diferencias contra el grupo control y los
asteriscos (*) muestran las diferencias entre grupos, los azules diferencias contra el grupo
TC/TC vy los rojos contra el grupo SC/TC. + (P<0.05), ++ (P<0.01), +++ (P<0.001), las
flechas negras muestran los dias de inmunizacion y la rosa el dia que se realiz6 la prueba

intradérmica.
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IgG anti-OVA en saliva

En la figura 7 se muestran los promedios y error estandar de la concentracion de 1gG anti-
OVA en saliva (ng/ml) de por lo menos 5 cerdos de cada grupo, de todos los dias de
muestreo. No hubo diferencias significativas en los animales inmunizados dada la gran
variacion individual y solo algunos animales del grupo SC/SC tuvieron un pico de
respuesta el dia 35, no se encontraron diferencias significativas entre grupos en ningun dia
(figura 7).
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Figura 7.- Concentracion de 1gG especifica contra ovoalbumina en saliva de cerdos
inmunizados por via SC/SC, SC/TC o TC/TC (C). Cada punto representa el promedio y
error estandar de 5 animales, las flechas negras muestran los dias de inmunizacion y la rosa

el dia que se realizo la prueba intradérmica.
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IgA anti- ova en saliva

En la figura 8 se muestran los promedios y error estandar de la concentracion de IgA anti-
ova en saliva (ng/ml) de por lo menos 5 cerdos de cada grupo, de todos los dias de
muestreo. Los grupos tratados tuvieron respuesta desde el dia 7, el grupo SC/SC se
mantuvo constante desde el dia 7 hasta el 42 con un promedio de 17.3 £ 4 ng/ml de IgA
teniendo diferencia significativa contra el grupo control (P<0.001 el dia 7 y de P<0.01 los
dias 14, 28 y 42), el grupo SC/TC tuvo su pico de respuesta el dia 7 (19.4 = 7.1 ng/ml) y
fue disminuyendo paulatinamente, y el grupo TC/TC tuvo un pico al dia 14 (16.5 + 2.8
ng/ml) y fue bajando (figura 8).
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Figura 8.- Concentracién de IgA especifica contra ovoalbumina en saliva de cerdos
inmunizados por via SC/SC, SC/TC o TC/TC, al destete. Cada punto representa el
promedio y error estandar de 5 animales. Las cruces (+) muestran las diferencias contra el
grupo control y los asteriscos (*) muestran las diferencias entre grupos, los azules
diferencias contra el grupo TC/TC y los rojos contra el grupo SC/TC. + (P<0.05), ++
(P<0.01), +++ (P<0.001), las flechas negras muestran los dias de inmunizacion y la rosa el

dia que se realiz6 la prueba intradérmica.
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Prueba intradérmica

La tabla 9 muestra los resultados obtenidos de la prueba intradérmica, de los 3 grupos
inmunizados con ova, se midio el eritema a las 24 hrs y se observé que el grupo que tuvo
respuesta de 4 animales fue el SC/SC y uno del grupo TC/TC, pero el diametro del eritema
de los animales del grupo subcutaneo fue 3 veces mayor que la del TC/TC, a las 48 horas

solo respondi6 un animal de cada grupo y se observad que el eritema aumento6 de tamafio.

Tabla 9. Resultados de la prueba intradérmica, diametro en cm del eritema formado a las 24

y 48 horas postinoculacién de cada grupo.

Grupo Eritema a las 24 horas Eritema a las 48 horas
mm mm
TC/TC
26 5 12
27 0 0
28 0 0
29 0 0
SC/SC
31 0 0
32 23 0
33 17 0
34 12 0
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35 13 15
SC/TC

36 0 12

37 0 0

38 0 0

39 0 0

40 0 0

En la primera columna es la identificacion de cada cerdo por grupo, y las otras dos

columnas representan la medida en mm del eritema.

55



EXPERIMENTO 2

IgG anti- ova en suero

En la figura 9 se muestran los promedios y error estdndar de 1gG anti-ova en suero ([1g/ml),
de por lo menos 5 cerdos de cada grupo, de todos los dias de muestreo. Los grupos tratados
tuvieron respuesta después de la segunda inmunizacion y no mostraron diferencias entre
ellos en ningun dia. El grupo SC/SC/IN tuvo su pico de respuesta el dia 20 (190.9 + 116.7
ug/ml), el SC/TC/IN el dia 27 (230.1 + 114.2 ug/ml) y se mantuvo diferente contra el
control hasta el dia 57 (P<0.041), y el SC/TC/TC tuvo su pico el dia 27 (268.5 + 98.5
ug/ml) y también tuvo diferencia contra el control hasta el dia 57 (P<0.05) (figura 9).
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Figura 11.- Concentracién de 1gG especifica contra ovoalbumina en suero de cerdos
destetados inmunizados con distintos protocolos, SC/TC/TC, SC/TC/IN y SC/SC/IN. Cada
punto representa el promedio y error estdndar de 5 animales. Las cruces (+) representan
diferencias contra el grupo control, + (P<0.05), ++ (P<0.01) vy las flechas muestran los dias

que se realizaron las inmunizaciones.
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IgA anti-ova en suero

En la figura 10 se muestra el promedio y error estandar de la concentracion de IgA anti-

ova en suero (ng/mL), de 5 animales por grupo de tratamiento.

El pico de respuesta de todos los grupos fue el dia 27 post inoculacién con los siguientes
valores, SC/TC/TC, 170.7 + 31.1 ng/mL; SC/TC/IN, 252.9 + 100.9 ng/mL; y SC/SC/IN,
230.5 + 91.8 ng/mL, con diferencias significativas en los dias 20 (P<0.001) y 27
(P<0.0063) contra el grupo control (27.4 + 4.8 ng/mL). Al dia 57 solo hubo diferencia con
el grupo SC/TC/IN (P<0.001). No se encontr6 diferencia significativa entre tratamientos
(figura 10).
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Figura 10.- Concentracién de IgA especifica contra ovoalbimina en suero de cerdos
destetados inmunizados con distintos protocolos, SC/TC/TC, SC/TC/IN y SC/SC/IN. Cada
punto representa el promedio y error estdndar de 5 animales. Las cruces (+) representan
diferencias contra el grupo control, ++ (P<0.01), +++ (P<0.001) y las flechas muestran los

dias que se realizaron las inmunizaciones.
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IgG anti-ova en secrecion nasal

Los valores de IgG anti-OVA en secrecion nasal mostraron que la respuesta fue nula, en

todos los grupos y en todos los dias (datos no mostrados).

IgA anti-ova en secrecion nasal

En la figura 11 se muestran los valores de todos los dias para cada tratamiento de IgA anti-
ova en secrecion nasal (ng/ml), con sus promedio y error estdndar de por lo menos 5
animales por grupo. En secrecion nasal, los grupos tratados tuvieron diferencia significativa
contra el grupo control (6.9 + 2.4 ng/mL) desde el dia 27, el grupo SC/TC/TC, 27.6 + 5.7
ng/mL (P <0.0016); el SC/TC/IN, 24.5 + 11.2 ng/mL (P<0.0176) y el SC/SC/IN, 37.0 +
0.9 ng/mL (P<0.0032). Los grupos SC/TC/TC, 16.6 £ 6.4. ng/mL (P<0.0245) vy
SC/SC/IN 27.8 + 12.7 ng/mL (P<0.0469), se mantuvieron diferentes contra el control hasta
el dia 57 (figura 11).
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IgA anti-ova en secrecion nasal

45 -4~ SC/SC/IN
=¥ SC/TC/IN
40+ ++ T =4k SC/TC/TC
== CONTROL
_
£
o
c
<
o
60

DIAS DE INMUNIZACION
DIAS DE MUESTREO

Figura 11.- Concentracion de IgA especifica contra ovoalblmina en secrecion nasal de
cerdos destetados inmunizados con distintos protocolos, SC/TC/TC, SC/TC/IN vy
SC/SC/IN. Cada punto representa el promedio y error estandar de 5 animales. Las cruces
(+) representan diferencias contra el grupo control, + (P<0.05), ++ (P<0.01) y las flechas

muestran en los dias que se realizaron las inmunizaciones.
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IgG anti-ova en saliva

En esta muestra la respuesta fue nula, en todos los grupos y en todos los dias.

IgA anti-ova en saliva

En la figura 12 se muestran los promedios y error estdndar de IgA anti-OVA en saliva
(ng/ml) de de por lo menos 5 animales por tratamiento. En saliva todos los grupos tratados
tuvieron diferencia significativa contra el control (2.9 + 2.6. ng/mL) desde el dia 10, siendo
el pico de respuesta para el grupo SC/TC/TC (45.56 + 10.1 ng/ml, P<0.001) el dia 20 y
para los grupos SC/TC/IN (63.7 + 5.2 ng/mL, P<0.001) y SC/SC/IN (50.3 + 2.8. ng/mL
P<0.001), el dia 27. Ademas se encontré diferencia significativa (P<0.05) entre los grupos
SC/TC/IN y SC/SC/IN contra SC/TC/TC en ese dia. Los grupos SC/TC/IN (46.4 + 19.3.
ng/mL, P<0.05) y SC/SC/IN (28 + 15.2 ng/mL, P<0.05), mantuvieron diferencia contra el
control hasta el dia 57 (figura 12).
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Figura 12.- Concentracion de IgA especifica contra ovoalbumina en saliva de cerdos
destetados inmunizados con distintos protocolos, SC/TC/TC, SC/TC/IN y SC/SC/IN. Cada
punto representa el promedio y error estdndar de 5 animales. Las cruces (+) representan
diferencias contra el grupo control y los asteriscos (*) representan diferencias entre grupos,
los azules contra el grupo SC/TC /TC. + (P<0.05), ++ (P<0.01), +++ (P<0.001) y las

flechas muestran los dias que se realizaron las inmunizaciones.
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7 DISCUSION

La porcicultura en México es una de las principales industrias agropecuarias (German et
al., 2005; Ortiz, 2008) y se debe mantener el buen estado sanitario de los animales para
evitar el aumento de los costos. Una de las principales causas de esos aumentos son las
enfermedades infecciosas (Gonzalez, 2000), y una de las actividades efectivas para
controlarlas es la vacunacion (Rojas-Espinosa, 2006). En este trabajo se utilizaron cerdos
destetados por 3 razones principales, la primera es que entre los 14 y 21 dias de edad el
cerdo se encuentra con niveles minimos de anticuerpos maternos (Buxadé, 1996; Medel et
al., 1999; Cano y Pijoan, 2008), la segunda es que los cerdos no son capaces de producir su
propia actividad inmunoldgica en cantidades adecuadas hasta al menos 28-30 dias de edad
(Cano y Pijoan, 2008), y la ultima es que los factores del destete, representan cambios muy
agresivos con los cuales se pueden presentar problemas infecciosos de tipo diarreicos y
neumonicos (Garcia, 2002), y el bienestar en esta etapa va influir en los parametros
productivos durante la engorda (Forcada, 1997; Medel et al., 1999; Chapinal et al., 2006;
Cano y Pijoan, 2008), por lo que es importante inducir inmunidad contra agentes patdégenos
lo més temprano posible para minimizar los problemas. En el presente trabajo, se evaluaron
vias de inmunizacién que fueran capaces de producir inmunidad mucosal y sistémica en
cerdos destetados, ya que la inmunidad mas efectiva contra las infecciones respiratorias

implica una respuesta de 1gG e IgA (Ogra, 2003).

En el experimento 1 se probaron las rutas de inmunizacion SC y TC, después de que en el
grupo de trabajo del Dr. Vega-Lo6pez se demostré que las vias IM y SC son equivalentes

(datos sin publicar) para estimular la respuesta inmune sistémica (Bowersock, et al., 1997).

El grupo SC/SC fue el de mejor respuesta de 1gG anti-ova en suero (ver figura 3), porque
la via parenteral induce una rapida y fuerte respuesta inmune humoral sistémica (Brokstad,
2002; Bernardy, 2008 ) y esta respuesta esta representada por la presencia de altos niveles
de 1gG. En contraste, la pobre respuesta de los grupos donde se utilizé la via TC se podria
deber a que la aplicacion tdépica de la vacuna no proporciona la suficiente cantidad de
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antigeno en la piel para generar una respuesta inmune adecuada, la concentracion del
inéculo podria ser muy baja para obtener buena respuesta y no hay buena captacién por las
células especializadas. La via TC cuando se aplica con un coadyuvante, como la
enterotoxina termolabil de E. coli (LT) y la toxina de V. cholera (CT) , en el sitio de
administracion del antigeno, proporcionan las sefiales de activacion necesarias para la
maduracion de las células dendriticas, que expresan altos niveles de moléculas co-
estimuladoras, secretan citocinas, y se conviertan en potentes células presentadoras de
antigeno (CPA) capaces de impulsar la respuesta inmune al coadministrar el antigeno
(Belyakov, et al., 2004). Por el momento, el uso de toxinas como inmunoestimulantes no es

una opcion viable para uso humano ni veterinario.

El propdsito de la prueba intradérmica fue observar la respuesta in vivo de las vias de
inmunizacion utilizadas. Los resultados mostraron que el grupo SC/SC fue el que tuvo
mejor respuesta ya que 4 de los 5 animales tuvieron una reaccién positiva que se manifestd
por la aparicion de un eritema a las 24 horas post- inoculacién. Esto se puede deber a que la
respuesta de células B contra antigenos especificos fue mas efectiva por esta via de
inmunizacion (Janeway, ,2003). En contraste, los animales inmunizados por la via TC
tuvieron buena respuesta sistémica, pero pobre respuesta intradérmica, tal vez porque en

esta via se requiere usar un adyuvante (tabla 9) (Chen, 2002).

En la respuesta de IgA anti-OVA en suero (figura 4) los protocolos SC/SC y SC/TC
tuvieron una respuesta similar, la inmunizacion parenteral se ha reportado que induce la
respuesta de IgA en suero poco después de la inmunizacion (Underdown, 2005) y ademas
de que genera células de memoria que, al dar un segundo refuerzo, se estimulan y generen
respuesta contra el antigeno. Por el contrario, el grupo TC/TC no logré que el antigeno
generara respuesta en la primera inmunizacion y por lo tanto al colocar el refuerzo la

respuesta no se logro.

En secrecion nasal, la IgA anti-OVA (figura 6) en los grupos SC/SC y SC/TC tuvo su pico
de respuesta 14 dias después de la ultima inmunizacion, ademas de haber sido tardia la
respuesta, también fue efimera, posiblemente porque la inmunizacién parenteral no induce

buena respuesta en la mucosa o lo hace débilmente, mas variable y de vida mas corta que

65



las obtenidas con la inmunizacién mucosal (Rebelatto, et al., 2001; McCluskie, 2002;
Neutra, 2006). Giri et al, observaron que la inmunizacion subcutanea genera solamente
respuesta inmune sistémica, caracterizada por altos niveles de 1gG en suero. Los bajos
niveles de IgA en las secreciones después de la inmunizacion SC consisten en que en el
tejido linfoide asociado a mucosas es donde inicia la respuesta inmune local (Giri, et al.,
2005) y al no ser una inmunizacién local, la respuesta es tardia y efimera en secrecion

nasal.

En los resultados de las concentraciones de IgA anti-OVA en saliva figura 8), se observo
que los tres grupos tuvieron respuesta desde la primera inmunizacion , y esto puede deberse
a que la inmunizacién SC fue detrds de la oreja, cerca de los ganglios mandibular,
retrofaringeo y parotideo, y estos tienen aferencia a la cavidad oral (Bernal, et al., 2005) y
estan cerca de las glandulas salivales, que son responsables de la secrecidn de IgA secretora
en la cavidad oral (Tappuni, et al., 2005), por esta razén en los grupos donde se utilizé la
ruta SC, se detecto la presencia de IgA en saliva y al dar el segundo refuerzo SC se logré
mantener los niveles a lo largo de todo el muestreo y en los grupos donde se utilizé la
inmunizacion TC no logré estimular al sistema inmune para mantener los niveles de

inmunoglobulinas en esta muestra.

Respecto a la respuesta de IgG anti-ova en secrecion nasal y saliva, el grupo que tuvo mejor
respuesta fue el SC/SC, sin embargo se observd que la respuesta fue a nivel individual
(figuras 5y 7), esto puede ser porque las 1gG no son tan resistentes a la degradacion por las
proteasas bacterianas (Neutra, 2006), a que las 1gG no pueden pasar tan facilmente del
torrente sanguineo a la mucosa (Mowat, el al, 2005), a que la muestra no se conservo de
forma adecuada y que se necesita un inhibidor de un espectro mas amplio al que se ocupd.
La presencia de 1gG en las mucosas es el resultado de la produccion local o consecuencia

de la trasudacion del suero (Enioutina, 1999).

La respuesta de la inmunizacion por via SC/SC y SC/TC fue buena, sin embargo se
buscaba una respuesta mas duradera a nivel de mucosas. En estudios realizados con
anterioridad se ha observado que para obtener buena respuesta inmune se necesitan al

menos 3 inmunizaciones (Rebelatto, 2001; Alcon,, 2005; Giri,, 2005) y también se ha
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observado que el método mas efectivo para inducir inmunidad en las mucosas en el tracto
respiratorio alto es la inmunizacion intranasal (Rebelatto, 2001), por lo consiguiente se
decidié a probar estos protocolos de inmunizacion afiadiendo una inoculacion a nivel de
mucosas, para ver si podia generar una respuesta mas consistente y duradera. La decision
de usar la inmunizacion intranasal fue porque se ha visto que esta ruta de vacunacion es
efectiva para conferir proteccion contra enfermedades infecciosas (Giri, 2005), ademas de
inducir respuesta especifica mucosal de anticuerpos IgA en glandulas salivales y tracto
respiratorio alto y bajo (Neutra y Kozlowski, 2006). Por esta razén al utilizar un protocolo

que combina la via parenteral y mucosal, se podria obtener una respuesta integral.

Los resultados del Experimento 2, mostraron que para IgG anti-OVA en suero (figura 9)
los tres protocolos de inoculacion tuvieron respuesta a partir de la segunda inoculacion, al
igual que en el experimento anterior, el grupo que destaco en esta fecha fue el SC/SC/IN
que tuvo la mejor respuesta, ya que la via parenteral estimula mejor la respuesta sistémica,
ademas de que al dar la primera vacunacion crea células de memoria y ya que este grupo
recibié la segunda inmunizacién por via parenteral su respuesta secundaria es mejor, mas
alta y superior a los de los grupos de SC/TC/IN y SC/TC/TC. Paraddjicamente, después de
la tercera inmunizacion estos dos Gltimos grupos tuvieron una respuesta superior a la del
primero, aungue sin significancia estadistica, pero se puede ver que la tercera inmunizacion
fue la que determind el aumento o disminucién de la concentraciéon de IgG sérica en los
grupos. La disminucion de 1gG en el grupo SC/SC/IN podria deberse a que al ser
estimulado en dos ocasiones por la via subcutanea, la via intranasal no logro estimular
satisfactoriamente a nivel sisttmico o podria tratarse de un efecto de tolerizacion
((Mestecky, 2005)).

La respuesta sérica de IgA anti-ova en los tres grupos tratados fue evidente y sin diferencias
significativas entre ellos (figura 10). Es importante mencionar que la inmunizacion
intranasal hizo que la concentracion de esta inmunoglobulina aumentara mas en los
protocolos donde se utiliz6 esta via, Se ha reportado que la inmunizacién combinada SC/IN

induce altos niveles de IgA sérica, en comparacion al protocolo SC/SC que produce altos
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niveles de IgG sérica (Alacon,, et al., 2005) por lo que se puede decir que la inmunizacion

IN induce respuesta efectora en los tejidos locales (Segmen, et al., 2004).

A nivel de IgA anti-OVA en secrecion nasal la respuesta aparecié hasta la tercera
inmunizacion (figura 11). Esto podria deberse a que la inmunizacién mucosal induce
respuestas efectoras a nivel local (Sedgmen, et al., 2004). En este caso todos los protocolos de
inmunizacion funcionaron, pero se destaca el grupo SC/SC/ que fue diferente contra el
control al dia 57, puede ser que esta diferencia se deba a la capacidad del sistema inmune
de reconocer al Ag tras una primera inmunizacion, y se generan dos tipos de linfocitos,
unos de vida corta cuya funcion es eliminar las células infectadas por el patdgeno y otros
conocidos como células de memoria. Estos Gltimos linfocitos, que pueden llegar a vivir
incluso tanto como el propio organismo, son los que se ocupan de mantener la memoria
inmunoldgica, esto es, de recordar al patdgeno para activar en el futuro una respuesta
inmune mucho mas rapida y efectiva ante el mismo microorganismo (Gonzalez, 2000). Por
esta razon, la inoculacion parenteral probablemente indujo una respuesta de sensibilizacion
a nivel sistémico, generando células de memoria distribuidas en todo el organismo y la
inoculacion intranasal logro activar esas celulas en las mucosas, aumentando la respuesta a

nivel de secrecion nasal.

La respuesta de IgA anti-ova en saliva se evidencio desde la primera inmunizacién en los 3
grupos (figura 12) y fue diferente contra el control desde el dia 10 post-inoculacién. Al
igual que en el experimento 1, la segunda estimulacion hizo que la concentracion de IgA
aumentara hasta el doble en los 3 protocolos, y la tercera inmunizacion por la via intranasal
mantuvo los grupos diferentes contra el control hasta 30 dias después de la ultima
inoculacion. Ademas, recientemente se ha comprobado que la inmunizacion intranasal es el
método mas eficaz para inducir anticuerpos en las mucosas incluyendo la saliva.
Comparativamente, la nariz parece ser mas eficaz que el intestino y da lugar a una respuesta
mayor y de mas larga duracién (Challacombe y Shirlaw, 1991). Sin embargo, hay que
tomar en cuenta, que la via IN puede inducir tolerancia y esto depende de la dosis y la
frecuencia en la que se aplica un antigeno (Tappuni, et al., 2005), mientras que la TC bajo

sus niveles despues de su ultimo refuerzo. La produccion de IgG anti-ova en la secrecion
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nasal y saliva en este experimento fue nula, esto puede deberse a que las 1gG son mas
susceptibles a la degradacion proteolitica de las proteasas bacterianas (Neutra vy
Kozlowski,, 2006), por lo que la conservacion de las muestras tal vez no fue la adecuada y
que el inhibidor de proteasa no fue suficiente para conservar las muestras. Otra razén

podria ser que las 1gG no pueden pasar facilmente a la superficie de las mucosas.

En este experimento el grupo que destacd fue el SC/SC/IN que mantuvo la respuesta de
IgA anti-OVA en suero y saliva diferente contra el control hasta 30 dias después del ultimo
refuerzo. Por ello, la inmunizacibn TC funciona adecuadamente después de una
inmunizacion previa via parenteral, y esto podria deberse a la respuesta secundaria que el
sistema inmune genera al entrar en contacto con el antigeno, aunque sea una pequefia

cantidad, en las mucosas.

Este experimento mostré que la via intranasal es capaz de inducir tanto respuesta inmune

sistémica como local, cuando se combina con un refuerzo subcutaneo (Alcén, 2005).

Los resultados sugieren que una primera inmunizacién por la via SC puede inducir
respuesta inmune sistémica (Bowersock, et al., 1997) y combinando rutas de inmunizacion
resulta en el incremento de 1gG asi como de IgA anti-OVA, siempre y cuando la via de
inmunizacion que se ocupe en el segundo o tercer refuerzo, sea mucosal, porque al estar el
sistema inmune sensibilizado a nivel sistémico, hace que la respuesta después del refuerzo
sea buena. Con estos protocolos combinados se demostré que no es necesaria la utilizacion
de adyuvantes agresivos para inducir una respuesta, en contraste con los trabajos

empleando Unicamente la ruta intranasal (Sedgmen et al., 2004; Giri et al., 2005).

La diferencia mas notable en los experimentos es que la tercera inmunizacion aumento y
mantuvo los niveles en las secreciones, que es la parte que mas interesa para la proteccion

de los individuos.

En este trabajo se utilizd ovoalbumina, que es antigeno soluble, de pobre inmunogenicidad
y, aungue no es un antigeno relevante para las infecciones en las superficies de las mucosas
(Imai et al., 2004), es un antigeno estandar, purificado que permite realizar la prueba de

concepto y facilita la realizacion de la técnica de ELISA sin interferencia de otros



componentes. Por otro lado, los experimentos fueron realizados en una granja porcina en la

que, por bioseguridad, no se pueden introducir microorganismos patogenos.
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CONCLUSION

Se requiere una primera inmunizacion parenteral para alertar al sistema inmune y
posteriormente otra inoculacion que pueden ser por cualquier via mucosal para que la

respuesta sea mas consistente y duradera.
La via intranasal es efectiva, aplicada después de otra via de inoculacion.

Para obtener respuesta inmune sistémica y local contra ovoalbimina, los protocolos de
inmunizacion combinados (parenteral y mucosal) son efectivos que los que se aplican por

una sola via o por vias convencionales como la subcutanea e intramuscular.

Este trabajo fue realizado con la finalidad de que estas vias sean implementadas o

utilizadas contra un microorganismo.
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