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CNV. cerdas no vacunadas
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CPA. C¢élula presentadora de antigenos
cpm: cuentas por minuto

CV. cerdas vacunadas

dIgA: Inmunoglobulina A dimérica
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FcRn. receptor neonatal para la porcion Fe de la IgG
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SI sistema inmunoldgico
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Resumen

La alta competitividad de los mercados y la busqueda de una mayor eficiencia
econdmica conducen a la implementacion de nuevas técnicas de manejo productivo, las
cuales afectan la salud y el bienestar animal sometiéndolo a situaciones extremas de
adaptacion que aumentan la vulnerabilidad a enfermedades. La profilaxis en cerdas prefiadas
es una practica comun en criaderos intensivos para favorecer la transferencia pasiva de la
inmunidad. En los ultimos afos, la disminucion de la duracidén del periodo de lactancia ha
sido poco caracterizada y se encuentra poco dilucidado el efecto que produce sobre el sistema
inmune porcino. El objetivo de este trabajo fue determinar la inmunidad humoral y celular en
lechones tempranamente destetados en un sistema de cria intensiva. Se estudiaron 10 cerdas
prefiadas multiparas (5 vacunadas y 5 no vacunadas) y 50 lechones provenientes de esas
madres (5 por camada). Se conformaron dos grupos de 25 animales cada uno: LV (lechones
hijos de cerdas vacunadas) y LNV (lechones hijos de cerdas no vacunadas). Todos los animales
hibridos de base Landrace x Large White, con idéntica genética, alimentacion y manejo
sanitario, criados bajo galpon, con luz y temperatura ambiental controlada. El destete se
realizé a los 14 dias de vida. A todas las cerdas se les extrajo calostro, no mas alla de 12 horas
postparto y a los lechones una muestra de sangre heparinizada 48 hs previas al destete (12
dias de edad) y a los 7 dias posteriores al destete (21 dias de edad). Se determinaron en
calostro las concentraciones de IgG ¢ IgA por ELISA (Pig IgG € IgA Quantitative ELISA Bethyl
Laboratories USA).En los lechones pre y postdestete se cuantificaron leucocitos totales;
férmula leucocitaria y relacion N/L; funcionalidad linfocitaria por métodos radioisotdpicos;
niveles de cortisol por RIA; proteinas totales e IgG e IA. El estudio se realizod en las estaciones
de verano e invierno. Las concentraciones de I1gG e IgA en calostro se encontraron dentro de
los valores esperados, sin diferencias atribuibles a la vacunacion y muestran que la IgG es el
isotipo predominante en esta secrecion. En lechones luego del destete, se observd un aumento
de leucocitos totales con neutrofilia y disminucion de linfocitos y de monocitos, que podrian
corresponderse parcialmente con un leucograma de estrés. El aumento de la relacion N/L
podria ser atribuido al estrés producido por el destete, ya que es un indicador de estrés a largo
plazo. Por su parte, el cortisol se encontrd dentro de los valores normales. La IgG en el
postdestete disminuyo significativamente en los LNV, en comparacion con los restantes
grupos. Se podria inferir que la vacunacion ayudaria a mantener las concentraciones de esta
inmunoglobulina en el postdestete. La IgA estaba dentro los valores esperados sin
modificaciones entre los grupos. Esta inmunoglobulina recibida pasivamente durante la
lactacion permanece en el intestino y su sintesis activa recién comienza. La funcionalidad de
los linfocitos in vitro no mostro diferencias significativas entre los grupos. En conclusion, en
sistemas de produccion porcina intensiva con alta rentabilidad, el destete temprano genera
una situacion estresante en los lechones que activa mecanismos innatos como primera
estrategia de defensa, disminuye la inmunidad humoral sistémica y no modifica la
funcionalidad linfocitaria en las estaciones estudiadas. Por su parte, la vacunacion
profilactica de las cerdas gestantes ayuda a mantener la inmunidad humoral en los lechones

hasta el desarrollo de la inmunidad activa, atenuando el efecto del destete.
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1. Produccién porcina

En los ultimos afios, los porcinos alcanzaron el 44% del total de carnes
producidas y consumidas en el mundo, seguido por el 27% y 25% para aves y bovinos,
respectivamente (Figura 1). Ademas, existen perspectivas de crecimiento de la
demanda principalmente impulsados por el aumento poblacional. En Argentina, la
carne de cerdo ocupa un lugar secundario en la dieta (7,7 kg/habitante/ano) y su
mayor demanda es en forma de fiambres, chacinados y embutidos, a diferencia de

otros paises que consumen principalmente carne fresca.

Produccidon y consumo de carne mundial

44%
Porcinos

Figura 1: Produccidn y consumo de los distintos tipos de carnes en el mundo.

Segun el SENASA, al 31 de marzo de 2011, el 70% de la produccion porcina en
Argentina se concentra en las provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe (Figura
2). Esta distribucion esta asociada a las regiones del nuicleo maicero, ya que es mas
econdmico transportar el animal terminado y no varias veces su peso en alimentos. En
nuestra provincia, Rio Cuarto se encuentra en el tercer lugar entre los departamentos

con mayor produccion.
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Figura 2: Distribucion de porcinos en
Argentina. Cada punto representa 1000
porcinos. Fuente: SENASA, datos hasta el
31/03/2011.

1.1 Causas de mortalidad y estrategias de control

Durante las primeras semanas de vida y en el postdestete los lechones se
transforman en el eslabon mas sensible de la cadena productiva dada su incapacidad
para resolver exitosamente procesos infecciosos, como la enterocolitis. Las pérdidas
productivas que ocurren después del nacimiento son debidas a patologias respiratorias
¢ intestinales, dentro de ellas las diarreas son la principal causa de morbimortalidad.
Los principales agentes bacterianos asociados a esta afeccion son £ coli
Enterotoxigenica (ETEC), Shigatoxigénica (STEC) y Enteropatogena Porcina (PEPEC) (Li
ef al, 2007), coccidia, rotavirus, virus de la gastroenteritis transmisible de los cerdos
(GTC), enterovirus, parvovirus, etc. Todas ellos provocan en el lechon alteraciones en

la flora normal, menor absorcion de calostro e infecciones por gérmenes patdgenos al

4 Gisela Romina Garcia



Universidad Nacional de Rio Cuarto
Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Qufmicasy Naturales

Introduccién

existir mayor contaminacion. Entre las causas de las diarreas se encuentran, el tipo de
instalacion productiva, el manejo deficiente de los animales y el medio ambiente.

Para disminuir la incidencia de esta enfermedad se utilizan diferentes
estrategias de control que en general consisten en el saneamiento del medio ambiente,
modificacion de las instalaciones, uso de antibioticos antes y/o después del destete para
controlar enfermedades especificas e inmunizacion profilactica materna durante la
prefiez para incrementar la transferencia pasiva de la inmunidad desde la madre a la
cria. En condiciones normales de produccion, las cerdas son inmunizadas con vacunas
confra patdogenos bacterianos y virales. Esta medida, favorece la produccion de
anticuerpos calostrales, los cuales son pasivamente transferidos a los lechones (Salmon
et al 2009). Otra estrategia consiste en el suministro de suero sanguineo para mejorar
los mecanismos de defensa inespecificos de la cerda lactante, a este procedimiento se le
ha denominado inmunidad suplementaria neonatal. Estas practicas son de uso
frecuente a campo y disminuyen la aparicion de diarreas, aumentan la ganancia de
peso y en consecuencia favorecen la rentabilidad productiva (Morilla Gonzalez,

1991).

1.2 Establecimientos de cria

Hay descriptos en la bibliografia una amplia variedad de sistemas productivos
para la cria porcina. De acuerdo a los indices de productividad, se clasifican en.

4 Sistemas extensivos. se caracterizan por utilizar animales de razas rusticas y

autodctonas, con un limitado poder de transformacion, bajos indices reproductivos y

como consecuencia menor rentabilidad.
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4 Sistemas intensivos: es una forma de explotacion altamente tecnificada dirigida

a situar al ganado porcino en condiciones tales que permitan obtener altos
rendimientos productivos en el menor tiempo posible. Dentro de este sistema hay dos
subtipos: de ciclo cerrado, que incluye todo el ciclo, maternidad, transicion y engorde
hasta el acabado; y de engorde hasta el acabado.

v Sistemas semi-extensivos o semi-intensivos. estos sistemas son una mezcla de

los dos anteriores. Se realiza la planificacion de cubriciones, parideras y destetes y
durante el engorde el ganado mantiene una alimentacion basada en recursos

naturales.

La tendencia actual en produccion porcina se dirige hacia instalaciones
totalmente cerradas y con control ambiental. Fstas permiten la maxima eficiencia
productiva en todas las épocas del afio.

La importancia del tipo de sistema de explotacion radica en la influencia que

ejercen sobre los distintos parametros inmunologicos (Rudine ef al 2007).
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2. Caracteristicas generales del sistema inmune porcino

Al igual que en muchos otros organismos, las cé¢lulas que forman el sistema
inmune porcino son muy variadas tanto en su estructura como en su funcion. Todas
proceden de una célula madre pluripotencial de la médula osea, de la que se

diferencian la linea mieloide y la linea linfoide (Figura 3).

X La linea mieloide es aquella de la que derivan los monocitos, neutrofilos,

eosinofilos y basofilos.

X De 1a linea linfoide derivan tres tipos de linfocitos. Los linfocitos B (LB)
se forman en la médula ésea y son responsables de la produccion de anticuerpos. Las
distintas poblaciones de linfocitos T (LT), derivados del timo y responsables de la
colaboracion en la produccion de anticuerpos y de los mecanismos de la respuesta

inmune celular, y las células Natural Killer (NK).

7 Gisela Romina Garcia
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Figura 3: Células del sistema inmune. Roitt, 2008 modificado.

2.1 Inmunidad innata

Las células de la inmunidad innata juegan un papel esencial en la iniciacion de

la inmunidad adquirida. Estas células pueden actuar como células efectoras en

algunos mecanismos inmunitarios.

El granulocito mas abundante e importante en el cerdo es el neutréfilo. Estas

células salen de la médula Osea, pasan al torrente circulatorio y de ahi al interior de los

tejidos en el caso de una inflamacion o permanecen como residentes. Tienen una vida

media de pocos dias y su funcion fundamental es la de capturar y destruir sustancias

extrafias mediante el mecanismo de fagocitosis. Es una primera e importante linea de

defensa, pero de corta duracion.

El segundo grupo en importancia es el de los eosindfilos. Estas células se

diferencian en la médula 6sea y de alli pasan al torrente circulatorio. Su vida media es

Gisela Romina Garcia
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muy corta, menos de una hora. Si bien sus granulos no contienen lisozima, pero si
grandes cantidades de fosfatasa acida y peroxidasa, su rol principal es la fagocitosis.
Intervienen muy eficazmente en la defensa contra la parasitosis.

Por ultimo los granulocitos menos abundantes son los basoéfilos, cuya actividad
esta ligada a la liberacion de aminas vasoactivas, tales como la histamina y la
serotonina. Asi intervienen en la inflamacion de caracter agudo y representan una
sefal de alarma para el sistema inmune.

En definitiva, aunque los granulocitos no reaccionan de forma especifica con
los antigenos, tienen una funcidon muy importante en los procesos fagociticos e
inflamatorios, sobre todo en los de caracter agudo.

Las células NK intervienen en la respuesta innata y en porcinos son linfocitos
pequenos o medianos agranulares, a diferencia de los humanos y murinos, en los que
son linfocitos grandes y granulares. Estas cé¢lulas se encuentran en mayor proporcion
en sangre periférica en los animales jovenes, disminuyendo a medida que el animal se
va haciendo adulto, 1o que indica que estan mas ligadas a los mecanismos de respuesta
natural o innata y no a los mediados por estimulacion antigénica especifica
(inmunidad adquirida).

Los monocitos se liberan de la médula 6sea como células no diferenciadas y
circulan en la sangre durante 2 0 3 dias. Cuando abandonan la circulacion y son
reclutados en los tejidos se diferencian a macrdfagos. Los macrofagos son células con
alta capacidad fagocitica y actian como c€lulas presentadoras de antigenos (CPA). Esta
ultima propiedad es compartida con las células dendriticas y los linfocitos B, quienes
expresan en su superficie los antigenos de histocompatibilidad Swine Leucocyte
Antigen (SLA) I y por lo tanto, son capaces de poder presentar antigenos a los
linfocitos T cooperadores CD4".
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Las células dendriticas producidas por la médula 6sea a partir de progenitores
mieloides y linfoides son CPA y por lo tanto, disponen de capacidad para la captacion
de antigenos en forma natural. Las células dendriticas, al igual que los monocito-
macrofagos se localizan en los tejidos de captacion (piel y mucosas) y en los de
presentacion (ganglios y bazo). Las células dendriticas de los epitelios cutaneos y
mucosos son inmaduras, por lo tanto tienen capacidad de capturar y llevar los
antigenos al ganglio mas cercano, para su presentacion a los linfocitos T CD4". En su
transito hasta el ganglio linfatico drenante, maduran y adquieren la capacidad de
presentar antigenos (Uenishi ef al 2009; Sinkora ef al, 2009; Gerner et al, 2009; Juul-

Madsen et al, 2010).

2.2 Inmunidad adquirida

Al igual que en la mayoria de las especies, las células efectoras de la inmunidad
adquirida son los linfocitos T y B.

Los LT del cerdo se producen en el timo y, en menor proporcion, en las zonas T
dependientes de los organos linfoides secundarios. Estas células tienen un papel
fundamental en la respuesta inmune, por un lado en los mecanismos de colaboracion
con los linfocitos B para la produccion de anticuerpos y por otra parte como
responsables de la inmunidad celular. En la membrana de los linfocitos T, ademas del
SLA se pueden diferenciar dos tipos de receptores especificos para el antigeno,
denominados TcR de las palabras inglesas “T cell receptor” (receptor de c€lulas T) o

actualmente denominado Complejo TcR.
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En porcinos existen importantes diferencias en cuanto a los LT, con respecto a
los humanos y murinos. En sangre, tejidos linfoides y glandula mamaria estan
presentes cuatro subpoblaciones de linfocitos T-

Linfocitos CD4" CD8'".
Linfocitos CD4™ CDS§".
Linfocitos doble negativos CD4™ CD§".
Linfocitos doble positivos CD4* CD8".

Los LB del cerdo se producen en la médula o6sea en una cantidad
aproximada entre doscientos a cuatrocientos millones diarios. En sangre periférica,
constituyen el 8 al 18% de los linfocitos totales. La membrana de los linfocitos B tiene
un gran numero de moléculas, entre ellas, el complejo BeR (B Cell Receptor) o receptor
de células B. El BeR esta formado por una inmunoglobulina M (IgM) de superficie
asociada a un heterodimero Igo e Igp unido por puentes disulfuros. La funcion de la
IgM es la de reaccionar con el antigeno especifico, mientras que el heterodimero sirve
para transmitir la sefial al interior de la célula para iniciar la produccion de
anticuerpos (Cuello, 2006; Sinkora ef al, 2009; Gerner ef al, 2009; Juul-Madsen ef al,

2010;).

Los anticuerpos son los efectores humorales de la inmunidad adquirida. En los
porcinos se han descripto cinco isotipos de inmunoglobulinas (Igs), los cuales son.
IgM, I2A, 1gG, IZE e IgD. Aunque esta ultima no se encuentra determinada de manera
contundente (Butler ef a/ 2006). La IgA se puede presentar como IgA secretora (sIgA)
0 como IgA dimérica (dIgA).

La IgG es la principal Ig presente en sangre y en calostro (Figura 4). En el cerdo
se han descrito seis subisotipos diferentes: 1gG1, 1gG2, 12Gs, 18G4, 18Gs, 18G¢ (Butler ef

11 Gisela Romina Garcia



Universidad Nacional de Rio Cuarto
Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Qufmicasy Naturales

Introduccién

al, 2009). Representa aproximadamente el 70% del total de Igs del organismo y se
produce de manera muy intensa en pocas horas. Tiene gran afinidad por el antigeno y
es la dominante en la respuesta inmune secundaria. Puede opsonizar, aglutinar y
precipitar antigenos, asi como activar la via clasica y alternativa del complemento. Por
otra parte, se puede unir a receptores especificos de células inmunes como
macrofagos, mastocitos, polimorfonucleares neutrofilos y linfocitos para incrementar
en ellos la capacidad de fagocitosis y la produccion y liberacion de factores solubles.
Tanto durante un proceso de infeccion como de vacunacion, los niveles de esta Ig se
ven notablemente incrementados, sobre todo tras una segunda exposicion al antigeno.

La IgA se encuentra en el suero y en las secreciones. En porcinos, el 50% de la
IgA del suero es polimérica, a diferencia de lo que ocurre en otros organismos en los
cuales es un mondmero. En las secreciones se encuentra como dimero asociado a un
componente secretor elaborado por las células epiteliales que permite la union a las
superficies mucosas formando la inmunoglobulina A secretora (sIgA) (Figura 5). Este
es el principal isotipo presente en las mucosas, tanto del intestino como de las vias
respiratorias superiores. Actia basicamente en respuestas de la inmunidad local de las
mucosas, siendo la primera linea de defensa frente a patdogenos cuya invasion se
produce a través de estas superficies, impidiendo la adhesion de los mismos al epitelio
respiratorio.

La IgM es la primera Ig que se produce durante el desarrollo fetal y es el isotipo
predominante en una respuesta primaria. Su presencia estd casi exclusivamente
restringida al espacio vascular y su sintesis y afinidad especifica disminuyen a medida
que aumenta la de IgG. Por su conformacion de pentamero puede relacionarse con

multiples antigenos y activar el sistema complemento (Figura 6).
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La IgE representa menos del 0,01% de las inmunoglobulinas séricas en el
ganado porcino. Esta involucrada en las respuestas de hipersensibilidad anafilactica y

juega un importante papel en las afecciones parasitarias.
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Figura 4: Estructura de la 1gG. (Fuente: Tizard, 2009
modificado).
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Figura 5: Estructura de la IgA dimérica. (Fuente: Tizard,
2009 modificado).
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Figura 6: Estructura de la IgM (Fuente: Tizard, 2009).
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3. Secreciones de la glandula mamaria

La glandula mamaria es un tejido complejo altamente especializado
involucrado en la nutricion del lechdn. La primera secrecion que esta glandula
produce después del parto se llama calostro y aproximadamente 24 horas después
comienza la produccion de la leche.

El calostro es un liquido bioldgico complejo tnico en su composicion y funcion,
el cual ayuda al desarrollo de la inmunidad en el recién nacido (Uruakpa ef al 2002).
Contiene niveles muy altos de IgG, relativamente bajos de IgA e IgM (Tabla 1),
leucocitos, LT, LB y factores de crecimiento, entre ellos se pueden mencionar: factores
de crecimiento analogo de insulina Iy II (IGF Iy II), factor de crecimiento epidermal
(EGF) y factor de crecimiento transformante beta (TGFp). Estas biomoléculas cambian
rapidamente durante las primeras 24 hs posparto y su funcion es estimular el

desarrollo de la competencia inmunoldgica de las crias. (Rooke y Bland, 2002).

Tabla 1: Concentracion de inmunoglobulinas en las secreciones de
la glandula mamaria porcina.

3G IgA IgM
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Calostro 30-70 9.5-10 2,5-3.2
Leche 1-3 3-7 0.3-0,9

(Fuente: Tizard, 2009 modificado).

Estudios utilizando Igs marcadas radioactivamente mostraron que casi el 100%
de la IgG, el 40% de la IgA y el 85% de la IgM presentes en el calostro son derivadas
del suero de la cerda (Salmon ef al 2009). De los seis subisotipos de IgG descriptos en

porcinos, solo la 1gG; es selectivamente transportada en la ultima etapa de la prefiez
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desde el suero a las secreciones mamarias por el receptor neonatal para la fraccion Fc
(FcRn) y depende del control hormonal. El transporte de la IgA ¢ IgM séricas al
calostro esta mediado por el receptor de inmunoglobulinas poliméricas (pIgR) en la
glandula mamaria, con un predominio de la IgA dimérica (9.3S) sobre la IgA secretora
(118). Si bien los niveles de IgG en el calostro son variables, dentro de las primeras 5
horas se encuentran aproximadamente entre los 30-70 mg/ml para descender a
valores de 30-10 mg/ml entre las 6 y 24 horas. (Wagstrom ef al, 2000; Schnulle P. ef
al, 2003; Butler ef al 2008; Pinelli-Saavedra et al, 2008; Cervenak y Kacskovics,
2009).

La secrecion de leche esta regulada por glucocorticoides (GC), estas hormonas
inician el proceso de generacion de la leche y el comienzo de la produccion lactea. La
leche presenta caracteristicas de alimento a diferencia del calostro, el cual es un
sustituto inmunologico. A medida que el calostro se transforma en leche las
concentraciones de los diferentes isotipos de Igs cambian. Hay un predominio de IgA
sobre la IgG (Tabla 1). De acuerdo a Salmon ef a/ (2009), la relacion de 1gA/IG es de
2.1 a 6.96 en leche, muy superior a la del calostro, la cual se encuentra entre 0.16 y
0.22. En cuanto a la composicion nutritiva de la leche contiene menos cantidad de
solidos totales y proteinas y mas lactosa, grasa y cenizas. La mayoria de los anticuerpos
presentes en la leche son el resultado de la sintesis local en la glandula mamaria. En
esta glandula se sintetiza el 70 % de la IgG y mas del 90% de la IgA e IgM. Dichos
cambios en la composicion reflejan la transicion en las secreciones mamarias y el
inicio de la lactogénesis. En las cerdas, hay una relacion entre la glandula mamaria y
el intestino (circuito entero-mamario) y la glandula mamaria y el tracto respiratorio

superior. Por lo que, los anticuerpos IgA especificos protectores presentes en la leche se
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sintetizan en respuesta a la estimulacion antigénica a nivel del intestino y del tracto
respiratorio.

La especificidad antigénica de la IgG y de la IgA refleja la exposicion a
antigenos medioambientales. La inmunidad adquirida a través del calostro y la leche
protege a los lechones contra estos antigenos, no asi frente a nuevos antigenos.
(Klobasa et al 1991; Wagstrom ef al, 2000; Rooke, 2002; Troillet, 2005; Salmon ef al

2009).
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4. Transferencia de la inmunidad pasiva porcina

Para sobrevivir hasta alcanzar la competencia inmunologica, las crias porcinas
dependen exclusivamente de la transferencia pasiva de anticuerpos maternos
aportados por el calostro y la leche, ya que la placenta epiteliocorial de las cerdas, es
impermeable a las Igs. El calostro aporta anticuerpos, principalmente del isotipo 12Gy,
la cual proporciona proteccion sistémica, mientras que la proteccion contra patdogenos
que afectan las mucosas intestinales y respiratorias, esta asociada a la sIgA presente en
la leche. Estas dos formas de transferencia pasiva se denominan “inmunidad calostral”

e “inmunidad lactogénica” respectivamente. (Rooke ef a/ 2003; Rothkotter, 2009).

4.1 Inmunidad calostral

En las primeras 24-36 horas de vida, el intestino del lechon es capaz de
absorber macromoléculas intactas, entre ellas las Igs. Este pasaje de 1gG, IgM e IgA se
realiza por diferentes rutas. A través del epitelio de las criptas intestinales se absorben
IgA monomérica y dimérica e IgM mediante transporte activo por el pIgR. Por otra
parte, en el epitelio velloso existe una permeabilidad selectiva para IgG mediada por el
receptor FcRn. A pesar de la presencia de este receptor, es posible que la IgG también
se transfiera por transcistosis (Salmon ef al 2009). Una vez que fueron absorbidas la
IgA monomérica y dimérica, ésta ultima, puede sufrir transudacion inversa desde la
sangre del neonato hacia el intestino. En el intestino se une al componente secretor
donde permanece para la proteccion local.

Tras este corto periodo de absorcion, se produce el cierre de la mucosa
intestinal al paso de macromoléculas intactas con lo que el lechén pierde esta via de
adquisicion de la inmunidad (Wagstrom ef a 2000, Butler ef a 2008). El consumo de

calostro inmediatamente después del parto, resulta esencial porque la capacidad del
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intestino del neonato para absorberlas se pierde dentro de las primeras 24-36 horas
después del nacimiento y ademas la concentracion de Igs calostrales declina
rapidamente (Benavides ef al 2005). La especificidad del calostro reflejan la
inmunidad sistémica de la cerda y protege al lechon contra cualquier patogeno al que
la madre haya estado expuesta o vacunada.

El consumo de calostro es muy variable de un lechén a otro, debido a factores
relacionados con la cerda reproductora, el tamafio de la camada, el peso vivo del
lechén al nacimiento, anormalidades fisicas, factores ambientales, etc. Esto explicaria
el éxito de algunos animales para sobrevivir o lograr un desarrollo superior
condicionando el porcentaje de mortalidad en el predestete y por ende en la

rentabilidad del establecimiento.

4.2 Inmunidad lactogénica

Independientemente que la leche contiene IgG, IgM e IgA, la inmunidad
lactogénica esta principalmente asociada a la sIgA transmitida por la leche hasta el
destete. Luego de la ingestion, esta Ig permanece in sifu y da proteccion local contra
microorganismos ambientales y antigenos de la dieta. Estos anticuerpos son muy
resistentes a la degradacion proteolitica y proporcionan inmunidad a la mucosa
evitando la adherencia de bacterias y virus a la pared intestinal y su penetracion
posterior dentro de las células epiteliales (Salmon, 2002).

A partir de las cinco semanas de vida, el sistema linfoide del lechon alcanza un

grado de madurez suficiente, 1o que le permite producir sus propias Igs.
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El destete es un periodo en el cual los mamiferos jovenes deben hacer la
transicion de la dependencia materna y de la alimentacion lactica hacia una
independencia social y nutricional. Bajo condiciones naturales el destete es un proceso
gradual y en los lechones no se completa hasta las 12-16 semanas de edad, este
tiempo, permite amortiguar los cambios fisioldgicos y psicologicos producidos en el
animal. En sistemas productivos los lechones son destetados de manera abrupta y
mezclados con otros lechones no hermanos, sin permitirles adaptarse al cambio.

Segun el momento en que se los separa de la madre, se pueden diferenciar
distintos tipos de destete. El destete convencional, se realiza a los 21 dias, el destete
temprano, a los 14 dias de vida y el ultra temprano, a los 7 dias de vida (Puppe ef af
1997; Lallés ef al 2007; Levast ef al, 2010).

El destete se produce en un periodo clave de la vida del lechon, la “ventana
critica del desarrollo inmunoldgico”, durante la cual se desarrolla la inmunidad
adaptativa conjuntamente con la inmunidad innata programada de manera intrinseca,
mientras que el lechon recién nacido recibe ayuda a través de la inmunidad pasiva
hasta el desarrollo de su propia competencia inmunoldgica (Figura 7) (Salmon ef af

2009; Levast ef al, 2010).
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Figura 7: Esquema representativo de la dinamica de los mecanismos de defensa del

lechon durante las primeras semanas de vida y del momento de la ventana critica.

(Fuente: Tizard, 2009 modificado).

Numerosos autores que trabajan en el tema del destete plantean ventajas y

desventajas con relacion al momento en el que debe realizarse. Algunos sostienen que

destetar tempranamente acorta el tiempo de produccion de anticuerpos propios y

disminuye la transmision vertical de enfermedades, pero aumenta el riesgo de contraer

enfermedades infecciosas digestivas y respiratorias. Ademas, un destete excesivamente

temprano (menos de 7 dias) exige excelentes instalaciones y muy buen manejo. Por el

contrario, otros autores afirman que los anticuerpos adquiridos pasivamente durante

un periodo de tiempo prolongado retardarian el desarrollo de la inmunidad activa de

los lechones (Wagstrom ef al, 2000; Rooke and Bland, 2002; Salmon ef al 2009).
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5.1 Estrés por destete

En los sistemas de produccion porcina actuales la exigencia de una mayor
rentabilidad lleva a que los lechones sean generalmente destetados antes de haber
desarrollado completamente su sistema inmune. La separacion de la madre, el paso de
una dieta liquida de tipo lacteo a una solida y el traslado a un medio ambiente
diferente, son factores que comprometen el estado inmunologico del lechodn,
volviéndolos mas susceptibles a contraer enfermedades infecciosas. Por lo tanto, el
destete produce cambios inmunoldgicos, sociales o psicologicos, nutricionales,
medioambientales y microbianos debido a que es una situacion estresante (Tizard,
2009)

En este tipo de sistemas productivos, no solamente los lechones estan expuestos
a situaciones estresantes, sino también sus madres. Se ha descripto que en las hembras
pre-parturientas hay un aumento fisioldgico de corticoides, los cuales podrian
mantenerse elevados por estresores, como por ejemplo el calor, produciendo un
deterioro en la calidad del calostro ademas de la finalizacion prematura de la
calostrogénesis  (Ashworth, 2006). Teniendo en cuenta esta situacidn cobra
importancia en grado de bienestar del animal, para ello es adecuado medir
indicadores hematologicos y serologicos de estrés tales como la relacion N/L y los
niveles plasmaticos de cortisol (Stull ef a 1999).

El efecto modulador del estrés sobre la respuesta inmunoldgica es diferente en
los distintos animales y esta relacionado al momento del desarrollo ontogénico del
sistema inmunologico (SI), al tipo de variable en estudio y al organismo en estudio. En
el cerdo, en donde el desarrollo ontogénico del SI es intrauterino, el comportamiento

inmunolédgico del lechon durante las primeras semanas de vida esta directamente
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relacionado a las experiencias estresantes a las que la madre ha estado expuesta
durante la gestacion. En cambio en ratas, el SI se desarrolla principalmente después
del nacimiento, por lo que el efecto inhibitorio del estrés es menor. (Merlot E. ef al
2008). Por su parte, la capacidad funcional de las células NK y de los linfocitos
también varia en ratas y cerdos. Ademas, entre los cerdos el comportamiento del SI
frente a situaciones estresantes también depende de las razas, siendo la mas susceptible
la Yorkshire (Sutherland ef a/, 2006).

La respuesta al estrés esta controlada por el sistema nervioso central (SNC) y la
coordinacion que éste ejerce sobre los tres sistemas encargados de mantener la
homeostasis del organismo, el sistema nervioso autonomo (SNA), el endocrino y el
inmunolégico. Se ha propuesto que la modulacion fisiologica de estos sistemas por
estimulos ambientales es un mecanismo que favorece la adaptacion de las crias luego
del parto. Esta adaptacion puede ser afectada cuando estos estimulos exceden el rango
de tolerancia o no condicen con las expectativas del animal que lo recibe,
produciéndose un desbalance en el SI.

El SNC es un efector de la respuesta al estrés. La exposicion del organismo a
condiciones adversas hace que el hipotalamo sintetice hormona liberadora de
corticotropina (CRH), la cual induce la secrecion de la hormona adrenocorticotrofa
(ACTH) por la hipdfisis y el resultado final es la liberacion de GC. E1 SNA en su division
simpatica es otro efector de la respuesta al estrés, generando la liberacion de
catecolaminas (noradrenalina y adrenalina) al torrente sanguineo.

Las células que participan en los mecanismos de defensa, los LB, LT, macréfagos
y neutrodfilos presentan receptores para los GC y las catecolaminas, por lo tanto

regulan el funcionamiento del SI (Gomez Gonzalez y Escobar, 2006).
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Fl sistema inmune se comunica entre si y con los otros sistemas a través de
mediadores solubles denominados citoquinas. Hay citoquinas de la inmunidad innata
y de la inmunidad adaptativa. Las poblaciones de Th son los encargados de coordinar
las diferentes respuestas inmunes. Estas células se clasifican en. Th1, ThZ y Th17,
segun el perfil de citoquinas que secretan. Los linfocitos Th1 que colaboran con la
inmunidad celular, producen fundamentalmente IL-12, IL-2 e IFN-y. Los Th2, que
modulan la produccion de las diferentes clases de Igs secretan fundamentalmente IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-13. Mientras que los Th17 que relacionan la inmunidad
innata con la adaptativa y favorecen las respuestas inflamatorias, secretan
fundamentalmente IL-17 (Tizard, 2009).

Muchas de estas citoquinas son moduladas por los GC. El mecanismo de accion
de los GC y de las catecolaminas sobre el perfil de citoquinas Th1/Th2 ha sido poco
descripto y se sabe que inducen un desviacion de los linfocitos Th1 hacia Th2 porque
disminuyen la sintesis de IL-12, la cual tiene un efecto inhibitorio sobre la produccion

de IL-2 e IFN-y y aumenta la sintesis de IL-10 (Klinger ef al, 2006).
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Por lo anteriormente expuesto, es ya bien conocido que la alta competitividad
de los mercados y la busqueda de una mayor eficiencia economica conducen a la
implementacion de nuevas técnicas de manejo productivo, las cuales afectan la
integridad del animal sometiéndolo a situaciones extremas de adaptacion que
aumentan la vulnerabilidad a las enfermedades. En los ultimos afios, la disminucion de
la duracion del periodo de lactancia en porcinos ha sido poco caracterizada y se
encuentra poco dilucidado el efecto que produce sobre el sistema inmune porcino. De
alli la importancia de estudiar este proceso en sistemas de produccion porcina de alta

rentabilidad tal como el utilizado en este trabajo de tesis.
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Hipotesis

Fl destete temprano en sistemas de cria intensiva afecta el desarrollo de los

mecanismos de defensa innatos y adaptativos de los lechones.

Objetivo general

Evaluar la inmunidad humoral y celular en lechones tempranamente

destetados en un sistema de cria intensiva.

Objetivo especifico

1) Determinar la concentracion de inmunoglobulinas en calostro de cerdas vacunadas

y no vacunadas durante las estaciones de verano e invierno.

2) Evaluar en lechones lactantes (12 dias de edad) y destetados (21 dias de edad) hijos
de madres vacunadas y no vacunadas durante las estaciones de verano e invierno, los
siguientes parametros:

¢ Leucocitos totales.

¢ Formula leucocitaria y relacion N/L.

¢ Cortisol plasmatico.

¢ Proteinas plasmaticas totales.

¢ I2G e IgA plasmaticas.

¢ Estimulacion linfocitaria frente a Con-A.
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1. Establecimiento

El presente trabajo se realizd en un establecimiento de cria intensiva porcina de
la localidad de Santa Eufemia (Cordoba), en el cual los animales fueron criados bajo
galpon con luz, temperatura ambiental, manejo sanitario controlado y con igual
régimen de alimentacion.

El establecimiento es un criadero modelo que tiene aprox. 1.200 madres con un
nivel promedio de 2,55 pariciones por cerda al afio. Esta dividido en 3 sitios, los cuales
se encuentran separados por mas de un kildmetro de distancia uno del otro, por
razones de bioseguridad. Las hembras paren en un ambiente de temperatura regulada,
cercana a los 18 °C y los lechones recién nacidos reciben la temperatura que
necesitan, 28 °C, gracias a lamparas especiales. Luego del destete los lechones son
trasladados al sitio 2. Finalmente, los animales llegan al Sitio 3, el de engorde, donde
permanecen desde los 68 a los 168 dias de vida.

Como medida profilactica, en el ultimo tercio de la gestacion, todas las cerdas
se vacunan con una vacuna antibacteriana (incluye preferentemente cepas de
Escherichia coli extraidas de lechones del mismo establecimiento que presentan

diarrea).

2. Animales

El estudio se llevo a cabo en cerdas prenadas multiparas, 5 de ellas vacunadas y
5 no vacunadas y en sus lechones (5 por camada, elegidos al azar). Todos los animales

hibridos de base Landrace x Large White.
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De esta manera, quedaron conformados los siguientes grupos de animales:
e Cerdas vacunadas (CV)
e Cerdas no vacunadas (CNV)
e Lechones hijos de cerdas vacunadas (LV)

o Lechones hijos de cerdas no vacunadas (LNV).

Los lechones fueron destetados a los 14 dias de vida. El estudio se realizo en las

estaciones de verano e invierno.

3. Disefio experimental

m Predestete NG CHN Postdestete

Ultimo tercio de
la gestacion 21

—_—l 1 _1_

Tiempo
. . (dias de vida)

| |

Obtencion de muestras Obtencion de muestras
de calostro de sangre

Figura 8: Disefio experimental desarrollado en este trabajo.

Para cumplir el objetivo especitico 1 las muestras y técnicas fueron.

4. Muestras de calostro

A todas las cerdas se les extrajo calostro antes o durante el momento del parto y
no mas alla de 12 hs de producido el mismo. Se recolectaron muestras de 2 o mas
pezones en forma manual, previa higiene del pezdn. Las muestras se trasladaron de

manera refrigerada hasta el laboratorio de la universidad.
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En la Figura 9 se distingue la capa lipidica del calostro. Tal como esta descripto

en la bibliografia, el calostro tiene un alto contenido de lipidos (Wagstrom ef al, 2000;
Salmoén, 2002; Rooke and Bland, 2002; Lin ef al 2009), lo cual determind que se

realice el disefio y la aplicacion de distintos protocolos para separarlos.

Capa lipidica

Figura 9: Fotografia de un
recipiente con calostro porcino.
La flecha sefiala la capa lipidica
presente en esta secrecion.

4.1 Separacion de suero de calostro

Se estandarizé la técnica para separar suero de calostro, tomando como base el
protocolo descripto por Svendsen ef al (2005). El calostro se colocd en tubos conicos
graduados de 15 ml y se los centrifugd a 3000 rpm a 4°C durante 45 min. Se
obtuvieron tres fases diferentes: una superior que contenia la fraccion lipidica, una
capa intermedia con la fase acuosa conteniendo las Igs y el pellet o precipitado
consistente en los elementos celulares del calostro. Se removio la capa de grasa de la
parte superior. Posteriormente, se colocd la fase acuosa en tubos eppendorf y se
procedi6 a la clarificacion del suero por medio de una segunda centrifugacion a
18.000 rpm a 4°C durante 90 min. Se obtuvieron las tres fases. Se descarto la fase
lipidica y se extrajo la fase acuosa o suero y se lo conservd a -20 °C hasta su
utilizacion (Figura 10).
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Figura 10: Esquema representativo de la separacién de suero de calostro porcino desarrollada en el
laboratorio.

5. Técnica en suero de calostro

5.1 Cuantificacion de inmunoglobulinas

5.1.1 Cuantificacion de 1gG total

En suero de calostro se determinaron las concentraciones de 1gG porcinas por
ELISA utilizando un kit comercial Pig IgG Quantitative ELISA (Bethyl Laboratories
Inc.USA). Independientemente de que en porcinos se han descripto seis subclases de
I2G, no pueden ser separadas bioquimicamente y los anticuepos monoclonales a
menudo las reconocen como si fueran una sola (Butler et al, 2008).

Las concentraciones de la IgG en dichas muestras estan en el orden de los

miligramos y para cuantificarlas se utilizO un ELISA de alta sensibilidad que
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determina las concentraciones en nanogramos. Por lo tanto, en este trabajo de tesis se
estandarizaron las diluciones Optimas para las diferentes muestras, determinandose
asi una dilucion de 1/100000 para el suero de calostro*.

Procedimiento:

1. En cada pocillo de la policubeta, se colocaron 100 pl del anticuerpo de
captura anti IgG porcina (Goat anti-Pig IgG; 1 mg/ml) diluido 1/100
en Buffer de captura (Carbonato bicarbonato 0,05 M, pH 9.6).

2. Se incubo la placa 60 min. a tempetatura ambiente (TA).

3. Se lavo 3 veces la placa con solucion de lavado (Tris 50 mM, NaCl 0,14
M, Tween 20 0,05%, pH 8).

4. Se anadieron 200 pl de solucion de bloqueo (Tris 50 mM, NaCl 0,14 M,
BSA 1%, pH 8).

5. Se incubo la placa 30 min. a TA.

6. Se lavo nuevamente 3 veces.

7. Se afiadieron 100 pl de muestra diluida en diluyente de muestra (Tris
50 mM, NaCl 0,14, 1% BSA, Tween 20 0,05%, pH 8). Cada muestra se
coloco por separado.

8. Se incubd 60 min. a TA. Se lavo 5 veces. Se colocaron 100 ul del
anticuerpo marcado (Goat anti-Pig IgG-HRP conjugate) diluido
1/100.000 en diluyente de muestra.

9. Se incubod 60 min.

10. Se lavo 5 veces.

11. Se anadio 100 ul de la solucidn sustrato TMB a cada pocillo.

*Las diluciones de calostro se realizaron de acuerdo a las concentraciones esperadas de IgG en esta

secrecion de manera que se encuentren dentro del rango de concentracion de los estandares.
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12. Se incubd la placa por 15 min. en oscuridad a TA.
13. Se agregaron 100 ul de la solucion de “stop” (acido sulfurico 2 M) a
cada pocillo.
14. Dentro de los 30 min. posteriores se procedid a la lectura de la
densidad oOptica en un en un lector de ELISA Labsystems Multiskan MS
a 450 nm.

Se consideraron las DO que presentaban una diferencia menor al 10% entre
los duplicados. Se calculd el promedio. Una vez realizado el ELISA de acuerdo al
protocolo desarrollado anteriormente se calcularon las concentraciones de IgG. Para
ello se construyd una curva de calibracion de acuerdo a los estandares entre 7,8 y

500 ng/ml de IgG, tal como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11: Curva estandar de la concentracion de I1gG.

Una vez obtenida la curva estandar, se extrapolaron las DO de las muestras y

se espresaron en mg/ml.
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5.4.2 Cuantificacion de 1A total

Se realizd por la técnica de ELISA, utilizando un kit comercial Pig IgA
Quantitative ELISA (Bethyl Laboratories Inc.USA). Se procedié de igual manera que
para la cuantificacion de 1gG en calostro, modificando la dilucion de la muestra de
calostro a 1.50.000, dado que esta inmunoglobulina esta en menor concentracion,
tanto en suero como en calostro. La curva de calibracion de acuerdo a los estandares

se encontro entre 15,62 y 1000 ng/ml de IgA, tal como se observa en la Figura 12.
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Figura 12: Curva estandar de la concentracion de IgA.

Para cumplir el objetivo especitico 2 las muestras y técnicas fueron:

6. Muestras de sangre de lechones

A todos los lechones se les extrajo sangre heparinizada por puncién de la vena
cava craneal 48 hs previas al destete (12 dias de edad) y a los 7 dias posteriores al
destete (21 dias de edad). Las muestras se trasladaron refrigeradas hasta el laboratorio.

Se centrifugaron a 1800 rpm durante 10 min. para obtener plasma sanguineo y
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posteriormente determinar la concentracion de cortisol, proteinas totales e Igs. La
sangre entera se utilizo para recuento de globulos blancos totales, determinacion de la

formula leucocitaria y proliferacion linfocitaria.

7. Técnicas en sangre entera y en plasma sanguineo

7.1 Recuento de leucocitos totales

Se realizo una dilucidon 1/20 de la sangre en liquido de Turk (Acido Acético al
3%). Posteriomente se procedid al recuento de leucocitos totales microscopicamente

en camara hemocitométrica de Neubauer.

7.2 Determinacion de la formula leucocitaria y la relacion N/L

Se realizo la formula leucocitaria en extendidos sanguineos, coloreados con
May Griinwald-Giemsa. A partir de los valores porcentuales, se obtuvo la relacion

Neutrofilo/Linfocito (N/L).

7.3 Cuantificacion de cortisol plasmatico

Se midieron los niveles plasmaticos de cortisol por RIA, utilizando un kit
comercial (Cortisol RIA DSL-2100, Diagnostic Systems Laboratories, Inc). Se realizo la
cuantificacion, siguiendo el protocolo provisto en el equipo comercial que consiste en
un ensayo competitivo entre un antigeno radiactivo y otro no radiactivo por una
cantidad fija de lugares de unién al anticuerpo. La cantidad de antigeno marcado con
[-125 que se une al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion de

antigeno no marcado presente. La separacion del antigeno libre y el unido al
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anticuerpo se realizd mediante decantacion en los tubos recubiertos con anticuerpo.
Los niveles de cortisol en cada una de las muestras se determinaron utilizando un

contador gama Wizard.

7.4 Cuantificacion de proteinas totales plasmaticas

Se cuantificaron proteinas en plasma sanguineo mediante la técnica de
Bradford (1976). Para la curva de calibracion se utilizd como standard una solucion
de seroalbumina bovina (BSA) en una concentracion de 1 mg/ml. Se realizaron
diluciones para lograr concentraciones de O, 2,5, 5,0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, mg/ml de
proteina. Se realizo el ensayo por triplicado. Se colocd 2,5 pl de cada estandar y de
cada muestra, 50 ul de NaOH, 47,5 ul de agua destilada y 1 ml de reactivo de
Bradford*, luego de 20 min. a temperatura ambiente, se realizo la lectura en un
espectofotometro a 560 nm. Se construyd la curva patrén. Las concentraciones de
proteinas en cada muestra se calcularon extrapolando las DO obtenidas con respecto

a la curva patron.

* Reactivo de Bradford: Se disolvieron 100 mg de Azul Brillante de Coomasie G-250 en 50 ml de
etanol. Se agregd 100 ml de 4cido fosforico y se lo llevo a 1 litro con agua destilada. Se dejo reposar
toda la noche a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se filtrd y se guardo en frascos color

caramelo.

7.5 Cuantificacion de inmunoglobulinas plasmaticas

7.5.1 Cuantificacion de IgG total

La determinacion en plasma sanguineo de IgG total se realizo tal como fue
descripto anteriormente para suero de calostro, variando solamente la dilucion de la
muestra, la cual fue de 1.60.000 para esta secrecion.
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7.5.2 Cuantificacion de 1A total

La cuantificacion de IgA en plasma sanguineo se realizo siguiendo la misma

metodologia que la empleada para suero de calostro.

7.6 Estimulacion iz vifro de linfocitos porcinos con Con A.

7.6.1 Separacion de linfocitos periféricos por gradiente de densidad

En tubos conicos estériles de 15 ml se colocaron 5 ml de Histopaque® y 5 ml
de sangre heparinizada de manera que quedaran formadas dos fases. Los tubos se
centrifugaron a temperatura ambiente a 1500 rpm 10 min. De esta manera, los
eritrocitos y los granulocitos pasan a través del Histopaque® y las células
mononucleares permanecen sobre ¢l, formando un halo opaco. Después de la
centifugacion se aspird cuidadosamente con una pipeta Pasteur el halo opaco
(monocitos, células NK y linfocitos) en tubos conicos de 15 ml. El pellet se 1avo tres
veces con RPMI 1640 suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), 25 mM de
HEPES, 2 mM de L-glutamina, 50 mM de 2-mercaptoetanol (2-ME), 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (RPMI-1640 completo) durante 5 min. en
cada oportunidad. En el caso de que hubiera contaminacion con globulos rojos se
procedio a lisarlos previo a la resuspension en el medio, colocando 500 ul de agua
helada en un tubo conico conteniendo en pellet de células mononucleares. Se dejo
actuar 5 min. y se llevo a 10 ml con RPMI 1640-10 completo. Se centrifugd y se lavd

con RPMI 1640 completo.
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7.6.2 Determinacion de la viabilidad celular por exclusion con azul de Tripan

Luego de la separacion de linfocitos con Histopaque®, se determind la
viabilidad celular por el método de exclusion Azul de Tripan (gota a gota). Este metodo
se basa en la capacidad que poseen las células vivas con membranas celulares intactas
de excluir Azul de Tripan, una célula viable muestra el citoplasma refringente,
mientras que una célula no viable, al tener la membrana alterada, es penetrada por el
colorante y su citoplasma se tifie de azul.

Para realizar la técnica se mezclo una parte del colorante 0,4% con una parte
de la suspension celular. Esta mezcla se incubo a temperatura ambiente durante 3 min.
y luego se contaron las células en camara de Neubauer las células viables (no
coloreadas) y las no viables (coloreadas) hasta alcanzar un total de 100 células. El

calculo del porcentaje de células viables se realizo de acuerdo a la sifguente formula.

Células viables (%): Numero total de cél. viables/ml de alicuota x 100

Numero total de células/ ml de alicuota

Se utilizaron las suspensiones celulares que presentaron mas del 80% de
células viables. Luego se ajusto la concentracion celular a 1.10° cél./ml de RPMI 1640-

10 completo con rojo fenol.

7.6.3 Estimulacion linfociaria iz vifro con mitdégeno (Con A)

Los linfocitos se cultivaron en policubetas de 96 pocillos de fondo plano por
triplicado de acuerdo al siguiente disefo:
# 1x10° células/ml + 200 pl de RPMI-1640 completo

# 1x10° células/ml + 5 ug/ml Con-A + RPMI-1640 completo.
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Las concentraciones Optimas del mitdgeno se realizaron en base a los
resultados obtenidos por Cuello (2007). Las c¢lulas se incubaron durante 48 horas en
estufa a 37°C con 5 % de CO,. Luego se agrego 20 ul (1 uCi) de [*H]-TdR en cada
pocillo, retornando la policubeta a la estufa de cultivo durante 72 horas. Se
cosecharon las células sobre papel de fibra de vidrio tipo Whatmann® utilizando un
cosechador de células semiautomatico, el cual lisa las células con agua y precipita el
ADN sobre el papel de fibra de vidrio, permitiendo que se elimine la [3H]-TdR no
incorporada. Los circulos de papel de fibra de vidrio conteniendo el ADN marcado
con [*H] timidina correspondientes a cada pocillo. Una vez secados en estufa a 37°C,
fueron colocados en sendos viales a los que se les agregd 1 ml de liquido de centelleo,
agitandola y dejandola reposar 24 horas. Se midid la radioactividad incorporada

(cpm) en un contador de centelleo por radiacion beta (Margni, 1996).

7.6.4 Determinacion del indice de proliferacion (IP)

La actividad linfoproliferativa se determino estableciendo el cociente entre las
cuentas por minuto (dpm) de un cultivo estimulado (E) y un cultivo sin estimulacion

(C), mediante la siguiente formula.

cpmE-cpmC

P= cpm E

cpm E. cuentas por minuto en cultivos de células estimuladas
cpm C: cuentas por minuto en cultivos de células control (sin estimulacion).

IP > a 0,5 se consideraron indicativos de estimulacion celular.
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8. Analisis estadistico

Debido a las caracteristicas del disefio experimental, los datos fueron
analizados utilizando diferentes métodos estadisticos y tamanos de muestra de acuerdo
a la variable.

v Parametros hematologicos (n=10) y proliferacién celular (n-3). disefio de tres
factores fijos (destete, vacunacion y estacion).

v Proteinas en plasma de lechones (n=8). disefio de medidas repetidas con 2
factores: destete (medida repetida) y vacunacion.

v Cortisol (n-8), IgG (n-15) e IgA (n-15) en plasma de lechones. disefio de
medidas repetidas con 3 factores. destete (medida repetida), vacunacion y
estaciony respectivamente.

v’ 1gG (n-8) e IgA (n-8) en calostro: disefio de dos factores fijos (vacunacion y
estacion).

Se tomaron dos niveles para factor:

v’ Destete: predestete y postdestete

v' Vacunacién: lechones hijos de cerdas vacunadas (LV) y lechones hijos de cerdas
no vacunadas (LNV).

v’ Estacion. verano e invierno.

Se realizd ANOVA multifactorial a un nivel de significancia p<0,05. Cuando la
interaccion entre los factores fue significativa se realizaron pruebas a posteriori de

Bonferroni. Se trabajo con el programa Statgraphics version 6.0.
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1. Anticuerpos calostrales

1.1 Cuantificacion de 1gG e IA en calostro

Los resultados obtenidos sobre las concentraciones de 1gG e IgA en calostro de
CV y CNV estan dentro de los esperados para la secrecion de la glandula mamaria y no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 2). Estos resultados
coinciden con los encontrados por Couret ef al (2009) quienes utilizaron el mismo
equipo comercial y no son totalmente coincidentes con los de Svendsen ef a/ (2005)
(59-109 mg/ml) y Krakowski ef al (2002) (60 mg/ml). Estas diferencias podrian
deberse a que la concentracion de Igs en el calostro es altamente variable y depende de
multiples factores, tales como el momento en el que se obtiene 1la muestra de calostro.

En este trabajo de tesis no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la relacion IgA/IgG en calostro de cerdas vacunadas y no vacunadas.
Esta relacion se utiliza para mostrar las proporciones relativas de los dos isotipos de 1gs
predominantes en calostro. En coincidencia con Salmon ef al (2009), nuestros
resultados muestran que la IgG es el isotipo predominante en calostro porcino. No se
observaron variaciones estacionales en las concentraciones de Igs calostrales (datos no

mostrados).
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Tabla 2: Concentraciones de inmunoglobulinas y relacion
IgA/1gG en calostro.

IeG* IgA* Relacion IgA/IgG**
Animales
(mg/ml) (mg/ml)
Ccv a a a
39.56 + 6.89 6.68 + 2.19 0.10-0.27
CNV a a a
39.79+526 6.09+1.75 0.10-0.21

*Promedio + desvio estandar. **Rango de concentracion. Los
datos representan X £ ds (n=8). Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas con un p<0,05.
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2. Respuesta inmune innata en lechones lactantes y postdestete

2.1 Leucocitos totales y formula leucocitaria

En el postdestete se observo, un aumento estadisticamente significativo de los
leucocitos totales con neutrofilia, disminucion de los linfocitos y de los monocitos, sin
modificaciones en los eosinofilos y basofilos (Tabla 3). Ademas, en el grupo LNV se
encontrd un aumento no significativo en el porcentaje de los neutrofilos con relacion
al grupo LV (Figura 13).

Estos resultados podrian corresponderse con un leucograma tipico de estrés, sin
embargo, no se detectd eosinopenia ni monocitosis. También habria que considerar en
este analisis que, luego del destete, los lechones dejan de recibir inmunidad
lactogénica, quedando mas susceptibles a enfermedades infecciosas. Frente a esta
situacion, se observo tanto en el grupo LV como en el LNV, un aumento en el
porcentaje de neutrofilos, lo cual podria indicar la necesidad de desarrollar una mayor
inmunidad innata hasta alcanzar el desarrollo de la inmunidad adaptativa. Este
aumento fue mayor en el grupo LNV, aunque no significativamente. Esto revelaria que
las medidas profilacticas de manejo del establecimiento a través de la vacunacion
podrian estar influenciando el sistema inmune de los lechones (Rudine ef al 2007).

Cabe senalar que las variaciones en los globulos blancos totales y en la férmula
leucocitaria observadas fueron independientes de la estacion del afio en la cual se

tomo la muestra.

41 Gisela Romina Garcia



Universidad Nacional de Rio Cuarto

Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Qufmicasy Naturales

Resultados y discusién

"50°0>d UN UOY SRANIUBE U I2JP URIIPUI BUWNIOY BPED U S2)URI2JIP 521127 (0t=U) Sp F X uelu=s2ida] s03ep 5017,
SOUIOUOL -0 SO[1J0SRq |2 SO|IJOUISO 0F SOIDOI| 1 SO0 3]

h_m¢_o T 870 L2E0 7010 LO0Z'T T80 a.m.m_ﬂ T ap'ze amo_ﬁ 7 08'os amh_mmmm T C'IZELT a10159pIsOd
ot T . T ' oT'T F y CECF IET) o'c F oF'o oo'opnoe ¥ o7 !
GLLT TSP ,00°0 ¥ 000 LSITF080 GSF'S T LFTL GBS FET'sT | _ce'soss F 79618 a10159po1g
oW % eg % o1 % T % N % gl
munﬁﬁ.wnumuauﬂﬂn
BLIBJI209TO] B[OUWLIO] s i

L3R Episod A 2ad |2 JURINP S2UOYD 3| 3P BLUBHPDOINZ| BINWIOY A S2[RI0ISOHIOINST i€ €|qeL

Gisela Romina Garcia

42



Universidad Nacional de Rio Cuarto
Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Qufmicasy Naturales

Resultados y discusién

60,00

50,00 b b

40,00

éﬂ 30,00 =AY

20,00 - M LNV

10,00 -

0,00 -

Predestete Postdestete

Figura 13: Porcentaje de neutrofilos en LV y en LNV durante el pre y el
postdestete. Los datos representan X * ds (n=20). Letras diferentes indican
diferencias significativas con un p<0,05.

2.1 Comparacion entre relacion N/L y niveles de cortisol

En los lechones a los 7 dias luego del destete (21-22 dias de edad), se observo
un aumento de la relacion N/L (Figura 14), con niveles normales de cortisol plasmatico
(Figura 15). El cortisol y la relacion N/L son indicadores hematologicos de estrés y del
bienestar animal, sin embargo, no necesariamente se correlacionan entre si debido a
que evaluan estrés a corto y a largo plazo, respectivamente (Puppe, 1997). En nuestro
disefio experimental, la relacion N/L seria el parametro mas confiable para medir
estrés a largo plazo. El incremento en la relacion N/L observado en los lechones en el
postdestete podria ser atribuido a diferentes causas: separacion de la madre,
competencia por el espacio con lechones de otras camadas, cambio de alimentacion,
alojamiento en un nuevo sitio, son situaciones que se acumulan al estrés producido
sobre el lechon en el momento del destete, mas aun siendo éste muy temprano.

Se podria decir que en los tiempos medidos, las concentraciones de la hormona
no son indicativas de estrés. Cabe senalar que de acuerdo a estudios previos en el dia

del destete en nuestro grupo de trabajo (datos no mostrados) se encontraron
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concentraciones elevadas, dejando en evidencia que es un marcador a corto plazo.
Ademas, como los valores encontrados estan dentro del rango normal, podriamos decir
que las caracteristicas del establecimiento intensivo en estudio, (bajo galpén y con
temperatura controlada) estarian contrarrestando el impacto de la temperatura
ambiente como estresor y por ende favoreciendo el bienestar del animal. Estos
resultados son coincidentes en parte con lo descripto por Becker ef al (1995), quien
encontrd valores de cortisol no indicativos de estrés en lechones alojados en un
ambiente de calor constante.

El comportamiento de las dos variables fue independiente de la estacion del afio

en la cual se realizaron las determinaciones.
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Figura 14: Relacion N/L en LV y en LNV durante el pre y el postdestete. Los
datos representan X = ds (n=20). Letras diferentes indican diferencias

significativas con un p<0,05.
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Figura 15: Niveles de cortisol plasméaticos en LV y en LNV durante el pre y el
postdestete. Los datos representan X* ds (n=16). Letras diferentes indican
diferencias significativas con un p<0,05.
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3. Respuesta inmune adaptativa humoral en lechones postdestete

3.1 Cuantificacion de proteinas plasmaticas totales

Durante el postdestete se detectd un aumento significativo de las proteinas
plasmaticas en la estacion de invierno (Figura 16). Esta variacion en el postdestete
podria ser atribuida, entre otras causas, al cambio de alimentacion. A pesar de las
distintas variaciones encontradas con significacion estadistica entre los grupos

estudiados, los valores se encontraron dentro del rango normal para la edad.
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Figura 16: Proteinas totales (mg/ml) en LV y en LNV durante el pre y el
postdestete en la estacion de invierno. Los datos representan X+ ds (n=8).
Letras diferentes indican diferencias significativas con un p<0,05.
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3.2 Cuantificacion de 1gG e IgA en plasma de lechones

Las concentraciones de IgG plasmatica total en los lechones durante la
lactacion, no muestran diferencias significativas entre los grupos estudiados (Figura
17). Ademas en los LV, no se observaron diferencias en las concentraciones de 1gG
entre el predestete y el postdestete. Estos resultados coinciden con los de Tuchscherer
ef al (2002), quienes no observaron modificaciones en los niveles de IgG sérica en el
periodo neonatal ni alteraciones en la captacion de macromoléculas por parte del
intestino delgado.

A los siete dias postdestete, los niveles de esta inmunoglobulina estan
significativamente disminuidos en el grupo de LNV (p<0,05). Cabe senalar que en el
momento en el que se tomaron las muestras (12 y 21 dias de vida), los lechones
estaban atravesando el “periodo de ventana inmunoldgica”, durante el cual
disminuyen los anticuerpos aportados por la inmunidad maternal y todavia no
comenzo la inmunidad activa (Figura 7).

La disminucion en los niveles de IgG plasmatica en los lechones hijos de
madres no vacunadas depende de numerosos factores tales como la cantidad de
calostro ingerido, la concentracion de IgG en calostro, la adecuada captacion de 1gG
del calostro antes del cierre intestinal, el numero de la camada, el peso al nacimiento,
entre otros, lo cual coincide con Rooke and Bland (2002), Rooke ef al (2003), Butler ef
al (2008) y Butler ef a/ (2009), quienes indican que la concentracion de IgG no estaria
directamente relacionada al estrés.

Los valores de IgG calostrales entre CV y CNV, no mostraron diferencias
(Tabla2). Sin embargo, es valido sefialar que ademas de la 1gG, el calostro contiene
otros compuestos no inmunoldgicos bioactivos cuyas concentraciones cambian

rapidamente en las primeras 24 horas después del parto, que también se transfieren
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pasivamente e influencian los niveles de anticuerpos encontrados en las crias (Rooke
and Bland, 2002; Salmon ef al, 2009).

Analizando estos resultados en conjunto podriamos decir que la permanencia
de anticuerpos de isotipo IgG en el suero de lechones provenientes de cerdas
vacunadas podria en parte ser explicada por la vacunacion de las cerdas que se realiza
en este criadero como practica profilactica. Salmon ef a/ (2009) informé que este tipo
de estrategia, comun en las explotaciones intensivas porcinas, favoreceria la
transferencia pasiva de anticuerpos de la madre a la cria.

En relacion a las concentraciones de IgA plasmaticas no se observaron
diferencias con respecto al destete ni a la vacunacion entre LV y LNV (Figura 18).
Durante la lactacion, la IgA recibida pasivamente permanece en el intestino, mientras
que en el postdestete, recién comienza la sintesis activa de esta inmunoglobulina. Por
lo tanto, los niveles de esta inmunoglobulina en el plasma coinciden con los esperados

para la edad de los lechones.
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Figura 17: 1gG (mg/ml) en plasma de LV y en LNV durante el pre y el
postdestete. Los datos representan X+ ds (n=30). Letras diferentes indican
diferencias significativas con un p<0,05.
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Figura 18: IgA (mg/ml) en plasma de LV y en LNV durante el pre y el
postdestete. Los datos representan X+ ds (n=30). Letras diferentes indican
diferencias significativas con un p<0,05.
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4. Respuesta inmune adaptativa celular en lechones lactantes y postdestete

4.1 Estimulacion 1n vitro de linfocitos porcinos con Con A

La proliferacion linfocitaria inducida por mitdgenos in vitro fue utilizada como
un indicador de la funcion inmune celular. La Figura 19, muestra que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en la respuesta a la
estimulacion con Con A entre los grupos de animales estudiados. No obstante, durante
el postdestete en los lechones hijos de madres no vacunadas se observd una
disminucion en el valor promedio del IP, aunque con un alto desvio estandar. Este
resultado estaria mostrando que la respuesta al mitdgeno en ese grupo es altamente
variable y depende de numerosos factores.

De acuerdo a las investigaciones llevadas a cabo por diferentes autores,
Tuchscherer ef al (1998), Tuchscherer ef al (2002) y Rudine ef al (2007), condiciones
inherentes al manejo, como son la reorganizacion social de la camada, el cambio de la
alimentacion, asociados en este caso a un destete temprano, son situaciones estresantes
que podrian afectar los resultados obtenidos al determinar la respuesta inmune celular
en los lechones. En este sentido, considerando al destete como un estresor, la
disminucion observada en la respuesta proliferativa de los LT en los LNV en el
postdestete podria explicarse por una desviacion de la inmunidad mediada por células
hacia un perfil Th2. En el caso de los LV, la vacunacion profilactica de las madres
estaria contrarrestando en parte, el efecto estresor del destete y mantendria el perfil
Th1 con liberacion de IFN-y e ILZ, siendo esta ultima citoquina responsable de la
proliferacion linfocitaria in vifro. Otra posible explicacion para la disminucion en el

IP en los LNV, es que hay un aumento en la proliferacion espontanea (sin mitogeno)
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que podria estar asociada a una falla o alteracion en los LT reguladores (Couret ef al

2009).
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Figura 19: indice de proliferacion en lechones LN y en LNV durante el pre y el
postdestete. Los datos representan Xz ds (n=6). Letras diferentes indican
diferencias significativas con un p<0,05. IP> 0,5: indicador de proliferacién
celular.
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Conclusiones
v" En sistemas de produccion porcina intensiva con alta rentabilidad, el destete
temprano genera una situacion estresante en los lechones que activa mecanismos

innatos como primera estrategia de defensa.

v El destete temprano disminuye la inmunidad humoral sistémica y no modifica
la respuesta funcional linfocitaria en las estaciones estudiadas. Por su parte, la
vacunacion profilactica de las cerdas gestantes ayuda a mantener la inmunidad
humoral en los lechones hasta el desarrollo de la inmunidad activa, atenuando el

efecto del destete.
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