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RESUMEN

EGUILUZ FERNANDEZ DE VALDERRAMA CESAR. Niveles de Inmunoglo
bulinas en el suero de fetos de equino colectados en el ras
tro. (Bajo la direccién de Sonia Magnus Corral, Angel Reta-
na Reyes y Andrés de la Concha Bermejillo).

Se midieron los niveles de Inmunoglobulinas (IgG e IgM)
en 70 sueros de fetos de equino a partir de los 180 dfas de
gestacifn por medio de las técnicas de Inmunoelectroforesis
e Inmunodifusién Radial. Se encontraron niveles de IgG en -
el 18% de los sueros. Estos niveles variaron de 0.038 mg/ml
a 0.2 mg/ml (x= 0.065 mg/ml). Contra lo esperado se hallé -
una asociacifn negativa entre los niveles de IgG y la edad
de los fetos. Esto se puede explicar en base a que una gran
proporci8n (40%) de los sueros colectados provenfan de fe--
tos de 180 dfas de gestacibn. Se discute la posible especi-
ficidad de los anticuerpos encontrados.



INTODUOCION

La presencia de Inmunoglobulinas en el suero fetal de animales-
oon placentacién epitelio-corial es el resultado de la sintesis end§
gena de anticuerpos oor el sistema inmune del feto y no por el paso-
de anticuervos maternos a través de la nlacenta (2). En fetos bovi—
nos normales 1los niveles de Ig5 y de InM en suero se incrementan con
la edad gestacional a vartir de los 4 1/2 meses hasta alcanzar nive -
les de 0.11 mg/nl de IqG v 0.16 my/ml de Ig*t en el neonato antes de -
la ingestifn de calostro (25). En el ovino se ha visto que niveles de
tectables de IgG y de Ig' en el suero de fetos clf{nicamente sanos ava
recen por orimera vez a los 56 y 77 dfas post-concepcién respectiva-
mente. Estos valores se incrementan gradualmente hasta 0.22 mg/ml de
Ig5 y 0.21 mg/ml de IgM al mamento del nacimiento (27). ©n el oorcino
se han dado valores oramedio de 5 mg/ml de Ig5 y de 11.7 mg/ml de g™
(24).

Se ha informado que los niveles base de Inmunoglobulinas en es—
tas especies aumentan durante alqunas in€ecciones congénitas (6,11,26,
27). Enright y col. (6) encontra~mn que 7 de 9 fetos infectados expe-
rimentalmente con Brucella abortus elevaron los tftulos de IgM entre
2-16 veces del valor normal y los tftulos de IgG entre 2-9 veces en 3
ds 9 fetos.

Un incremento parecido de anticuercos ha sido descrito en fetos
de ovino y bovino infectados con Brucella ovis, Virus de la Lengua —
Azul, Camoviohacter fetus var: intestinalis y Virus de la Diarrea Vi-
ral Bovina (3,5,6,7,11,19,20,21,29). Resultados similares han sido ob
servados en fetos vorcinos inoculados con Virus de CBlera Porcino de
baja virulencia (24).

Debido a las diferencias que existen en los niveles de Immunoglo
bulinas entre fetos normales v fetos infectados, la determinacifn de
10os niveles de Ig5 e IgM se ha usado com una ayuda en el diagnSstico
de las enfermedades fetales (14,26).

En el equino se menciona que los neocnatos normales nueden tener
cierta cantidad de 1g'! antes de ingerir calostro (28). Rumbaugh y col.




(25) informan que el nivel promedio de IgG e IgM en muestras de sue-
ro de potros neonatos pura sangre antes de la ingestién de calostro
es de 1.3 my/ml y 2.0 mg/ml respectivamente. *ock y ool. (15) encon-
traron que un solo feto de equino usado camo control tenfa 0.32 mg/ml
de IgG y 0.109 mg/ml de IgM. También se ha visto que el feto equino
puede responder oroduciendo anticuerpos especificos cuando se exponen
a antigenos camo el Colifago T, (13) v el virus vacunal de la Encefa-
1ftis Equina de Venezuela (15,16).

La informacién derivada de estos trabajos es insuficiente vara
voder obtener conclusiones sobre la ontogfnesis del sistema inmune --
del feto equino. El presente trabajo tiene por objetivo medir los ni-
veles de Inmunoglobulinas en el suero de fetos de equino a diferentes
etapas de la gestaci6n para aportar datos que ayuden a entender la ma
duracifn del sistema inmune.



MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron 70 fetos de equino entre los 5 y 11 me
ses de gestacidn en el rastro de Ermita Iztapalapa. La edad
gestacional se determiné de acuerdo a los pardmetros infor-
mados por Bergin y col. (1). De cada feto se recolectaron -
20 ml de sangre yugular en frascos de vidrio dej&ndose coa-
gular a temperatura ambiente. El suero resultante se separ§
por decantacién y posteriormente se centrifugé a 12000 g du
rante 10 minutos. El sobrenadante se almacend a -20°C hasta
su procesamiento, a partir del cual se obtuvieron los reac-
tivos.

I) Preparacién de Reactivos

A) Purificacién de Inmunoglobulinas y Produc--

cién de Anticuerpos Monoespecfficos
a) Purificacién de IgG
La fraccién de gammaglobulinas se obtuvo de suero de -

egquino adulto precipitindolo con sulfato de amonio en solu-
ci16n al 90% de saturacién (v/v) y posteriormente se dializé
en una solucifn amortiguadora de fosfatos pH 7.2 al 0.15M -
(8,15).

La mezcla de globulinas resultante del suero de equino
adulto se fracciond por intercambio i6nico en cromatograffa
con DEAE Sephadex A 50* equilibré&ndola en una solucién amor
tiguadora de Tris al 0.01 M, pH 8.0 y una vez elufdo el pi-
co inicial de protefna se usé la protefna adsorbida (15).
Posteriormente se usaron columnas de 2.5 x 50 cm de cromato
graffa para el intercambio catibénico usando Sephadex G 200*
equilibrindola en una sol. amortiguadora de fosfatos al --
0.01 M, pH 6.0, eluy8ndose la protefna adsorbida al aumen —
tar la concentracién molar de dicha solucifn a 0.2 M. El G1
timo filtrado se hizo en una columna igual con Sephadex G -
200 en una soluciSn amortiguadora de Tris al 0.1 M, pH 8.0.
Las protefnas elufdas en los diferentes picos fueron anali-
*(Lab. Pharma Chem)



zadas, determinando la presencia de IgG por la técnica de
Inmunoelectroforesis (16).
b) Purificacién de IgM
La IgM se cbtuvo de calostro de yegua entre las 12-72

horas post-parto (17). El calostro se sometié a un proceso
de desengrasado centrifugando a 12000 g por 30' a 4°C. La
casefna se obtuvo agregando una solucién de renina de 0.1
ml al 2% (p/v) dejando incubar a 37°C por una hora y cen=--
trifugando nuevamente a 12000 g por 30' a 4°C. Al sobrena-
dante se le ajustd el pH a 6.5 (18). Posteriormente se --
fracciond segln la técnica de Smith, descrita por Mukkur -
(17) para lograr el aislamiento de la IgM. Finalmente se -
analiz8 mediante la técnica de Inmunoelectroforesis (16).
B) Produccibn de Antisueros
Los antisueros antigammaglobulina equina, anti IgG e-

quina y anti IgM equina se elaboraron en conejos Nueva Ze-
landa de 3.5 Kg de peso.
a) Antisuero equino
8e produjo mediante la inoculacién subcut&nea de sue-

ro completo de equino adulto emulsificado con adyuvante --
completo de Freund. Este inSculo inicial fué seguido de $
inoculaciones m&s a intervalos semanales, dejando pasar 15
dfas después de la Gltima inoculacién para sangrar a los -
conejos (15).
b) Antisuero anti IgG y anti IgM

Los antisueros especificos anti IgG y anti IgM se pro
dujeron inoculando‘'por via subcuténea 1.0 mg de IgG o 1.0
mg de IgM puras en emulsién con adyuvante completo de --
Freund. Este in6culo inicial fué seguido de 4 inoculacio-
nes m8s con 0.5 mg de inmunoglobulina sin adyuvante a in--
tervalos semanales, dejando pasar 15 dfas después de la Q1
tima inoculacién para sangrar a los conejos (15).

c) Normalizacién de la Concentracién Protef-
nica de los Qnt;guerg;
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La concentracién de Inmunoglobulinas puras de determi-
né mediante el método BIURET-FENOL (4). La concentraci6n --
protefnica resultante en cada caso (IgG, IgM) fué usada pa-
ra elaborar la gr&fica patrén en la prueba de Inmunodifu--
si6n Radial (12).

II) Cuantificacién de Inmunoglobulinas en los Sue-

ros Problema
Los sueros fetales fueron sometidos a la prueba cuali-
tativa de Inmunoelectroforesis para determinar la presencia
de Inmunoglobulinas (10,16). Los sueros positivos se some--
tieron a un andlisis cuantitativo mediante la técnica de In
munodifusién Radial (12).



RESULTADOS

En el cuadro N°1 se presentan los resultados de la de-
terminacién de Inmunoglobulinas (IgM e IgG) mediante las --
pruebas de Inmunoelectroforesis e Inmunodifusién Radial en
los 70 sueros de fetos de equino colectados en el rastro.
El rango de edad gestacional varié de 180 a 310 dfas. En --
ninguno de estos sueros se pudieron detectar niveles de IgM.
En 13 de los sueros (18.5%) se detect6 la presencia de 1gG
por medio de la prueba de Inmunoelectroforesis. En los 13 -
sueros positivos se cuantificaron posteriormente los nive--
les de IgG por medio de‘la prueba de Inmunodifusién Radial
encontréndose niveles que variaron de 0.038 mg/ml a 0.2 mg/
ml.

En la figura N°1 se presenta un histograma de frecuen-
cias en el que se agrupan los sueros de fetos de equino, po
sitivos y negativos a IgG, en intervalos de clase de 15 df-
as. Veintiocho (40%) de los 70 sueros colectados correspon-
dieron a fetos menores de 195 dfas. Cinco de ellos (7%,n=70)
tuvieron niveles variables de Inmunoglobulinas. En el resto
de las edades la distribucibén de casos fué mis uniforme con
otro pequeno pico en los 240-254 dias.

En la figura N°2 se presenta la curva de estandariza--
cibn para medir la concentracién de IgG. El didmetro de pre
cipitado en el gel esti directamente relacionado con la con
centracién logarfitmica del antigeno (IgG).

En la figura N°3 se muestra la frecuencia de los casos
positivos, de acuerdo al tiempo de gestaci6n y niveles de -
IgG. Se puede observar que en los 5 fetos de 180 dias de e-
dad, los niveles de IgG variaron de 0.04 a 0.2 mg/ml. Un fe
to de 195 dfas de edad, tuvo niveles de 0.15 mg/ml. En un -
feto de 225 dfas se encontraron 0.09 mg/ml. En tres fetos -
de 240 dfas se detectaron 0.040, 0.042 y 0.080 mg/ml. A los

225 dias un feto present§ 0.038 mg/ml y finalmente un feto



de 270 dfas y otro de 285 dfas tivieron niveles de 0.040 --
mg/ml. Al calcular el coeficiente de correlacién para las -
variables "x"= edad de gestacién en dfas, "y"= niveles de -
IgG en suero, se encontr§ una ligera asociacién negativa.
Esto es, hubo cierta tendencia a disminuir la frecuencia de
casos con IgG en fetos de mayor edad.



Cuadro N°1 - Determinacibdn de Inmunoglobulinas en sueros
de fetos de equino mediante las pruebas de Inmunoelectro
foresis (IF) e Inmunodifusi6én Radial (IDR).

No. CAS0 ~ ~~ EDAD EN DIAS 1% IDR
IgM - 195G ng/ml
1- HB83-810 180 - -
2- 483-820 180 - -
3- HB83-821 180 - -
4- HBI-923 180 - + 0.05
5- 4§3-827 180 - -
6- HB3-829 180 - + 0.2
7- H83-831 180 - -
8- 493-832 180 - -
9- 484-6 180 - -
10- HB4-8 180 - -
11- H84-13 180 - + 0.04
12- H84-14 180 - -
13- H84-15 180 - -
14- HR4-18 180 - -
15- 484-19 180 - -
156- H34-20 180 - -
17- 484-21 180 - -
18- HB84-22 180 - -
19- HB84-52 180 - -
20- HR4-53 180 - -
21- H84-55 180 - -
22- H84-61 180 - -
23- 484-67 180 - -
24- HB4-70 180 - + 0.085
25- H84-72 180 - + n.15
26- H84-79 180 - -

27- H84-80 180 - -
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Cuadro N°1 (Continuaciér)

No. CASO EDAD EN DIAS ik IDR
Ig" - IgG mg/ml

28- H84-31 189 - -

29- H83-817 195 - -

30- HB3-826 195 - + 0.15

31- 484-3 195 - -

32- 43%4-4 195 - -

33- H84-84 195 - -

34- 483-815 210 - -

35- H84-9 2190 - -

36- HB4-23 210 - -

37- H84-65 210 - -

38- HB83-822 225 - -

39- 183-825 225 - + 0.08

40- H83-813 240 - -

41- HS83-814 240 - + 0.04

42- HS3-816 240 - -

43- HS3-828 240 - -

44- HB3-830 240 - -

45- H84-5 249 - + 0.08

46- HB4-16 240 - -

47- HB84-57 240 - -

48- H84-60 240 - + 0.042

49- H84-63 240 - -

50- HB84-66 240 - -

51- H84-78 240 - -

52- HB84-7 255 - -

53- HB4-74 255 - + 0.038

54- H34-1 260 - -

55- H84-62 260 - -

56- HB83-819 270 - -

S7- H84-2 270 - + 0.04

58- H84-59 270 - -
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Cuadro N°1 (Continuacién)

No. CASO EDAD EN DIAS IR IDR
Ig4 - Igs mg/ml

59- 434-69 270 - -

60N- 434-73 270 - -

61- 484-112 270 - -

62- H83-818 275 - -

63- H84-71 285 - -

64- HB84-77 285 - + 0.04

65- HB84-17 300 - -

66- H84-54 300 - -

67- HB4-56 300 - -

69- 434-64 300 - -

69- H83-824 310 - -

70- HB84-76 319 - -
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DISCUSION
Con los resultados de este trabajo se demuestra que --

ciertos niveles de Inmunoglobulinas se pueden detectar en -
el suero de fetos de equino. Al igual que en otras especies
con placentacién epitelio-corial, la cual no permite el pa-
so de Inmunoglobulinas de la madre al feto, es muy probable
que en el equino estos anticuerpos sean el resultado de la
sintesis end6gena por el feto (2).

Aunque con anterioridad se habfa reportado la presen-._
cia de Inmunoglobulinas en el suero fetal equino, estas fue
ron el resultado de la respuesta inmune a varios agentes in
fecciosos inoculados en forma intrauterina (13,15,16). Es--
tos resultados coinciden con los de Sawyer y col. (26) y --
Sawyer y col. (27) que han demostrado la presencia de Inmu-
noglobulinas en fetos de bovinos y ovinos colectados en el
rastro.

Algunos trabajos mencionan que los equinos neonatos --
normales pueden tener niveles de Inmunoglobulinas en el sue
ro antes de la ingestifén de calostro (28), no existen datos
en la literatura que mencionen a que edad durante la gesta-
cibén estos niveles de anticuerpos son adquiridos. Como re--
sultado de este trabajo se demuestra que desde los 180 dfas
de gestacién es factible detectar Inmunoglobulinas en algu-
nos animales. Es probable que aln antes de este periodo el
feto equino sea capaz de responder inmunolégicamente. Debi-
do a las dificultades técnicas que tiene el obtener suero -
de fetos menores de 180 dfas, en este trabajo se decidid no
colectar fetos menores de esa edad, sin embargo se deja a--
bierta la posibilidad para que estos estudios se realizen -
en otro trabajo, utilizando té&cnicas que requieran cantida-
des minimas de suero.

La mayorfa de las investigaciones en ovinos y bovinos
demuestran que los tipos de Inmunoglobulinas encontradas en

EACHLTAD TF TZCDICINS VETERVHARIA Y 70777
RiDLICTELA - UM*®



16

fetos de estas especies son de las clases IgM e IgG, con la
tendencia a encontrar niveles ligeramente mayores de IgM -
(26,27) . En este estudio la Gnica Inmunoglobulina que se pu
do detectar en fetos de equino fué€ IgG. Esto podrfa deberse
a una diferencia de especie. Otra posibilidad es que la pre
sencia de IgG en este caso haya sido el resultado de una es
timulacién crénica del sistema inmune. Se sabe que cuando -
un antfgeno entra en contacto con el sistema inmune la pri-
mera Inmunoglobulina producida es de la clase M, con poste-
riores estfmulos la produccién de IgM desparece y es substi
tuida por IgG (8).

El promedio de IgG detectado en los 13 fetos de equino
fué de 0.065 mg/ml. Estos valores son ligeramente menores a
los informados en bovinos (0.11 mg/ml) (26), en ovinos ---
(0.22 mg/ml) (27) y en equinos (0.13 mg/ml) (25) al momento
del nacimiento.

La especificidad de los anticuerpos encontrados en los
13 fetos de equino no se determind en ese trabajo. Se ha --
visto que el feto de equino es capaz de responder inmunolé6-
gicamente al virus vacunal de la Encefalitis Equina de Vene
zuela (15,16). En México la mayoria de los equinos son vacu
nados anualmente contra esta enfermedad, sin embargo no se
sabe si este virus vacunal es capaz de atravesar la barrera
placentaria en forma natural. Este paso a través de la pla-
centa ha sido demostrado en el caso de otros virus atenua--
dos como el de la Lengua Azul en borregos (7) y el del C6le
ra Porcino en cerdos (24). Otra posibilidad es que estos an
ticuerpos sean contra Anemia Infecciosa Equina. Esta enfer-
medad es producida por un virus del grupo de los Retrovirus
los cuales se caracterizan por producir infecciones créni--
cas. Varios investigadores que el Retrovirus causante de la
Leucemia Bovina puede infectar al feto y estimular la pro--
duccibn de anticuerpos especificos en el Gltimo tercio de -
gestacidn (9,22,23,30).
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El hallazgo de una asociacién negativa entre la edad -
del feto y la presencia de Inmunoglobulinas en el suero, pé
drfa deberse al nimero tan pequefio de observaciones positi-
vas y a que una proporcién de fetos (40%) pertenecfan a la
edad de 180 dfas. En otras especies se ha visto que el sis-
tema inmune madura en forma cronolégicay es capaz de respon
der a una mayor cantidad de estfmulos conforme avanza la --
gestacibén, por lo que es mis factible encontrar Inmunoglobu
linas en fetos de mayor edad (26,27). Debido a que este es
tudio de llevS a cabo con material de rastro, una gran pro-
porcibn de los fetos colectados pertenecfan a gestaciones -
de 180 dfas, ya que cuand la gestacién est8 m&s avanzada -
los signos externos de esta son mis aparentes y las yeguas
m&s dificilmente son enviadas al rastro.
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CONCLUSIONES

El hallazgo mis importante de este estudio esti rela--
cionado con la observacifén de que es factible encontrar In-
munoglobulinas de la clase G en fetos de equino de 180 dfas
6 mayores.

Debido a que este estudio se llev6 a cabo con material
de rastro, hubo una tendencia a colectar un mayor nGmero de
casos a mitad de la gestacién (180 dfas). Muy probablemente
como resultado de esto se encontr6é una ligera asociacién ne
gativa entre la edad del feto y la presencia de IgG.

El estudio ontogénesis del sistema inmune es importan-
te para entender la forma en que el feto puede responder a
diferentes estimulos antigénicos y aplicar este conocimien-
to en el estudio de la patogénesis de algunas enfermedades
que causan aborto.
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