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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue caracterizar las concentraciones de los isotipos de
inmunoglobulinas (IgA, IgE, 1gG e IgM) presentes en potrillos Fina Sangre de Carrera
(FSC) de entre cuatro a seis meses de edad. Tal caracterizacién consistio en determinar la
concentracion de las inmunoglobulinas en los potrillos, comparar la concentracion segun
sexo, establecer valores de referencia de inmunoglobulinas para los potrillos del estudio y
correlacionar los niveles de inmunoglobulinas séricas totales con los niveles de proteinas
séricas totales. El estudio fue realizado en el haras Don Alberto y se utilizé un total de 60
individuos. A cada potrillo se le extrajo 7 mL de sangre, para medir las inmunoglobulinas,
realizar un perfil bioquimico y hemograma para asegurar que estuviesen clinicamente
sanos. Los resultados de las inmunoglobulinas fueron sometidos a un analisis exploratorio
de datos, se utilizaron intervalos de confianza asociados a prueba de T-Student, analisis de
varianza de una via con test de Tukey, correlacion de Pearson y regresion lineal. En todo el
estudio se utilizé un p<0,05. Los valores de las inmunoglobulinas obtenidos resultaron ser
distintos a los existentes en la literatura para equinos adultos. Los niveles de IgE no se
pudieron determinar debido a la escasa concentracion, lo cual fue asociado a la edad de los
ejemplares. No se observaron diferencias en su concentracion atribuibles al sexo, lo que
también puede explicarse por la edad de los potrillos. Finalmente, no hubo correlacion entre
los valores de inmunoglobulinas séricas totales y proteinas séricas totales, que puede
asociarse a que las variaciones en los valores de inmunoglobulinas podrian ser atribuidas al
reciente desarrollo del sistema inmune del potrillo y no repercutirian significantemente en
los valores de proteinas séricas totales. El tamafio muestral del estudio no permite
considerar estos resultados como valores de referencia para la especie, y por lo tanto sélo
podrian ser utilizados para el haras Don Alberto, aunque seran de gran utilidad, ya que no

existe esta informacidn para la etapa etaria de equinos FSC de este estudio.

Palabras clave: inmunoglobulinas, isotipos, 1gA, IgE, 1gG, IgM, equinos, potrillos, Fina

Sangre de Carrera.



ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the values of the immunoglobulins isotypes (IgA,
IgE, 1gG and IgM) present in Thoroughbred foals between four to six months old. Such
characterization consisted in determine the concentration of immunoglobulins in the foals,
compare the concentration according to sex, establish reference values of immunoglobulins
for foals for the foals of the study and correlate the levels of total serum immunoglobulins
with the levels of the total serum proteins. The study was carried out at haras Don Alberto
and a total of 60 individuals were used. 7 mL of blood were extracted per foal and poured,
to measure the immunoglobulins, perform a biochemical profile and blood count to ensure
that they were clinically healthy. The immunoglobulins results were subjected to an
exploratory data analysis, confidence intervals associated with T-Student test, one-way
analysis of variance with Tukey test, Pearson correlation and linear regression were used.
For the whole study p <0.05 was used. The values of the immunoglobulins obtained were
found turned out to be different to those existing in the literature for adult horses. IgE levels
could not be measured due to the low concentration associated with the age of the
specimens. There were no differences in their concentration attributable to sex, which can
also be explained by the age of the foals. Finally, there was no correlation between the
values of total serum immunoglobulins and total serum proteins, which may be associated
with the fact that variations in the immunoglobulin values could be attributed to the recent
development of the foal's immune system and would not have a significant effect on total
serum protein values. The sample size of the study does not allow to consider these results
as reference values for the species, and therefore they could only be used by haras Don
Alberto, although they will be very useful, since this information does not exist for the

equine age stage and breed of this study.

Key words: immunoglobulins, isotypes, IgA, IgE, 1gG, IgM, horses, foals, thoroughbred.



INTRODUCCION

La integridad del sistema inmune es crucial para una neutralizacion efectiva de patdgenos y
toxinas, por lo que algin defecto en uno 0 mas componentes de este sistema puede llevar a

serias y algunas veces fatales, inmunodeficiencias (Camargo et al., 2009).

Actualmente existe una variedad de pruebas seroldgicas que utilizan suero o plasma,
permitiendo al clinico, en este caso de equinos, apoyar su diagnostico frente a
enfermedades infecciosas. La serologia se define como la deteccion de anticuerpos
dirigidos en contra de un epitopo de algun agente patégeno en el suero o plasma de un
paciente. Dentro de las ventajas de realizar estas pruebas se encuentran: la facilidad de
muestreo (s6lo se necesita una muestra de sangre), la informacién que otorgan acerca del
funcionamiento del sistema inmune humoral, la capacidad de establecer tiempos de
infeccion, y su facil disponibilidad en laboratorios diagndsticos, proveyendo resultados
rapidos y a menudo, de bajo costo (Zimmerman y Crisman, 2008).

Dado que el tener exdmenes complementarios que ayuden a evaluar el sistema inmune es
una gran herramienta frente a distintos cuadros, toma gran importancia el tener una

aproximacion de los valores referenciales que sirven de orientacion.

En la actualidad se han descrito las concentraciones de isotipos de inmunoglobulinas en los
equinos adultos, existiendo variaciones segun raza; sin embargo, la gran mayoria de los
estudios se enfocan en determinar sélo ciertos isotipos dependiendo de los objetivos de
éstos. En lo que a potrillos se refiere, ain existe falta de informacion, puesto que la
determinacion de inmunoglobulinas se ha realizado principalmente en neonatos y no en

potrillos de otras edades.

El objetivo del presente estudio es caracterizar la concentracion de los isotipos de
inmunoglobulinas en potrillos Fina Sangre de Carrera (FSC) entre cuatro y seis meses de
edad, pertenecientes a un haras de la zona sur de Chile, estableciendo valores referenciales

de utilidad para la préactica clinica.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El sistema inmune es una red integrada que se compone por varios tipos de células como lo
son varias citoquinas y ciertas proteinas plasmaticas que funcionan en sinergia para
eliminar agentes infecciosos (bacterias, parasitos, hongos, entre otros) y antigenos nocivos
(Harvey, 2012).

El sistema inmune estd compuesto por las respuestas innatas y adaptativas, cada una de
ellas mediada por componentes celulares y solubles. Las principales diferencias entre ellas
radican en la especificidad y la capacidad de memoria que caracteriza a la respuesta
adaptativa (Lunn y Horohov, 2004).

La inmunidad innata respondera de la misma manera y con los mismos tiempos frente a un
dafio repetido por un organismo invasor. Se desencadena producto de que la composicion
quimica de los microorganismos invasores difiere de los componentes de las células
propias del cuerpo. Esta inmunidad esta compuesta por neutrofilos, basofilos, eosinéfilos,
macrofagos, mastocitos y células natural killer (NK), junto con el sistema del
complemento, enzimas como la lisozima y proteinas de union a carbohidratos que
promueven la destruccion microbiana. Si esta respuesta no es capaz de controlar la

invasion, interviene la respuesta adaptativa (Harvey, 2012).

La respuesta inmune adaptativa es mediada por linfocitos T o B. Estas células del sistema
inmune provienen de las células madres hematopoyéticas que durante la etapa embrionaria
se encuentran dentro de la médula 6sea (Lunn y Horohov, 2004; Bevilaqua, 2016), y
comprenden los progenitores linfoides comunes, que dan origen a las células natural killer
(NK), linfocitos By T (Bevilaqua, 2016).

Bajo la influencia del timo, equivalente equino de la bursa de Fabricio y médula 0sea, la
progenie de células precursoras se diferencian en linfocitos T y B, respectivamente
(Crisman y Scarratt, 2008). La respuesta inmune adaptativa consiste en mecanismos
efectores humorales y celulares. ElI componente humoral esta mediado por las
inmunoglobulinas o anticuerpos encontrados en el plasma y en liquidos tisulares. Los

anticuerpos son producidos por linfocitos B, que son pequefias células linfoideas que se



caracterizan por expresar moléculas de inmunoglobulinas en su superficie celular (Lunn 'y
Horohov, 2004).

Los receptores antigeno-especificos de las células B son anticuerpos o inmunoglobulinas
que se encuentran unidos a la superficie celular. Una molécula de anticuerpo esta
compuesta por dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que forman
una molécula con forma de "Y" unidas por puentes disulfuro. La cadena ligera puede
dividirse en dos dominios: uno carboxi-terminal conservador y otro amino-terminal muy
variable. El anélisis de las cadenas pesadas revela una estructura de dominio similar con un
dominio amino-terminal muy variable y la presencia de tres dominios constantes. La region
de enlace con el antigeno correspondiente a la porcién de la molécula de anticuerpo
formada por la asociacion de terminales amino de una cadena ligera y una pesada, mientras
que el extremo carboxilo de una cadena pesada determina el isotipo de la molécula (Lunny
Horohov, 2004). Existen varias cadenas pesadas diferentes que son: a, v, & u y & que

generaran IgA, IgG, IgE, IgM e IgD, respectivamente (Tizard, 2009).

En el inicio de una respuesta inmune, los linfocitos B inmaduros secretaran grandes
cantidades de IgM, pero después de la exposicion frente a un antigeno, el linfocito B se
activa y cambiard el isotipo de su cadena pesada. Consiste en reemplazar la region

constante de una cadena pesada por otra (Lunn y Horohov, 2004).

Los genes que codifican las cinco regiones diferentes constantes de la cadena pesada estan
ordenados secuencialmente en el cromosoma (C-8, C-[, C-y, C-¢ y C-a)). Al producirse el
cambio de isotipo s6lo cambia el dominio constante de la cadena pesada y no implica un
cambio en el efecto sobre la especificidad para un antigeno. En este proceso participan los
linfocitos T, mediante la produccién de citoquinas, por ejemplo, la IL-4 que induce el
cambio en el linfocito B para que sintetice IgE, por el contrario el interferon-y (INF-y)
bloguea esta induccion y aumenta la produccion de IgG. Finalmente, los linfocitos B que ya
fueron activados tienen dos opciones: pueden transformarse en células plasmaticas
secretoras de anticuerpos con una corta vida o en células B de memoria con una vida

prolongada (Lunn y Horohov, 2004).



El desarrollo del sistema immune equino ocurre durante la vida fetal, en donde los
linfocitos T funcionales se encuentran presentes a los 100 dias de gestacion y los linfocitos
B funcionales se encuentran a los 200 dias de gestacion (Crisman y Scarratt, 2008). Esto
sugiere que los potrillos normales son inmunocompetentes al nacer (Giguére y Polkes,
2005; Franco y Oliver-Espinosa, 2016; Freccero et al., 2017; Crisman y Scarratt, 2008) a
pesar de ser hipogamaglobulinémicos, con una concentracion sérica de 1gG casi ausente, ya
que sus inmunoglobulinas aut6logas no son significativamente detectables en suero hasta
aproximadamente los dos meses de edad. Mas ain, Ahoki et al. (2013) afirman que los
potrillos nacen agamaglobulinémicos, dada su escasa concentracién de inmunoglobulinas.
Todo lo anterior se debe a que esta especie desarrolla una placenta epiteliocorial no
invasiva, placentacion que no permite ninguna transferencia de inmunoglobulinas desde la
madre hacia el feto durante la gestacion (Wagner et al., 2006). Sin embargo, Giguére y
Polkes (2005) afirman que la produccion de inmunoglobulinas es detectable en el suero de
los fetos mayores de 185 dias, y la concentracion de IgM es de aproximadamente 16 mg/dL
en potrillos recién nacidos y sin mamar. Con respecto a la concentracion de IgG,
mencionan que es normalmente baja y lo que refleja es el grado de estimulacion antigénica
en el Utero, determinandose una concentracion sérica de entre 0,2 a 17 mg/dL en potrillos

neonatos y que no han ingerido calostro (Gigueére y Polkes, 2005).

La inmunidad humoral inicial es provista por las inmunoglobulinas adquiridas pasivamente
por consumo de calostro dentro de las primeras 24 horas de vida. Los anticuerpos maternos
son considerados mediadores importantes de la inmunidad pasiva que se le provee a los
potrillos, protegiéndolos de infecciones hasta que el sistema inmune propio produzca

cantidades suficientes de anticuerpos (Wagner, 2006).

La absorcion de macromoléculas, incluyendo las inmunoglobulinas, ocurre por pinocitosis,
siendo un proceso eficiente en las primeras tres a seis horas de vida, disminuyendo hasta

una eficiencia minima a las 20 horas (Franco y Oliver-Espinosa, 2016).

El consumo de calostro en potrillos normales ocurre dentro de las primeras dos horas

después del nacimiento, y los anticuerpos maternos pueden ser detectados entre las cuatro y

seis horas posteriores en el suero del neonato (Franco y Oliver-Espinosa, 2016). Ademas se

cree que existen otros componentes importantes en el calostro como el factor de
4



crecimiento epidermal, el cual estimula el desarrollo intestinal y ayuda en la transferencia

de anticuerpos (Andruskevich et al., 2013).

Se describen en la literatura diferentes factores que pueden influenciar de forma negativa la
absorcion neonatal de inmunoglobulinas calostrales, resultando en una falla en la
transferencia pasiva (FTP) de éstas (Franco y Oliver-Espinosa, 2016). Los factores pueden
ser de la yegua o del potrillo; los primeros pueden incluir problemas como la mala calidad
del calostro en yeguas viejas, lactancia prematura o una produccion baja secundaria a una
gestacion prolongada por intoxicacion con festuca; mientras que los factores del potrillo
pueden ser una inhabilidad para pararse, tener un reflejo de succion disminuido o una pobre
absorcién por un cierre prematuro del tracto gastrointestinal (Sturgill y Horohov, 2010). La
FTP de inmunoglobulinas estd asociada con un mayor riesgo de infeccion y de muerte,
afectando entre un 10 a 20% de los potrillos. Los potrillos con transferencia pasiva
adecuada tienen niveles de concentracion de 1gG séricos mayores a 800 mg/dL, por lo que
una FTP es total cuando los niveles van entre 200 y 400 mg/dL y parcial cuando los valores
estan entre 400 y 800 mg/dL (Fouche et al., 2014).

El calostro equino es rico en IgG, y contiene IgM e IgA en menores proporciones (Freccero
et al., 2017; Giguere y Polkes, 2005). Las concentraciones séricas de IgA e IgM materna
decaen rapidamente, teniendo vidas medias entre tres y cinco dias, siendo indetectables en
la mayoria de los potrillos entre las tres a cuatro semanas de edad. EIl nimero de linfocitos
circulantes aumenta linealmente entre los tres y seis meses, periodo que coincide con el
aumento de concentracion de 1gG e IgM séricas, sugiriendo la activacion del sistema
inmune humoral del potrillo. En presencia de transferencia de inmunidad pasiva, la
produccién de IgG e IgA llega a niveles comparables con adultos cerca de las ocho a 12
semanas de edad. Para muchos patdgenos importantes, la concentracion de los anticuerpos
maternos en potrillos cae a niveles no protectivos a los dos o tres meses (Giguére y Polkes,
2005). Si bien el vacunar a un potrillo activaria la produccion de anticuerpos, se ha
demostrado que la interferencia materna realiza un clearance de los antigenos de la vacuna
antes de que el sistema inmune del potrillo pueda responder (Sturgill y Horohov, 2010). En
la influenza equina y el tétanos, los anticuerpos maternos pueden persistir hasta

aproximadamente los seis meses de edad en potrillos nacidos de yeguas vacunadas en los
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altimos dos meses de prefiez, lo que se ve interferido en potrillos vacunados antes de
alcanzar esa edad, evitando una adecuada respuesta inmune (Giguére y Polkes, 2005). Es
por esta razdn que la American Association of Equine Practicioners (AAEP) recomienda
que la mayoria de las vacunas deberian aplazarse hasta que el potrillo tenga entre cuatro a
seis meses de edad (Sturgill y Horohov, 2010).

Asi también, los potrillos viven en ambientes con una gran cantidad de patégenos, muchos
de los cuales son capaces de producir alguna enfermedad. Los desérdenes inmunoldgicos,
dentro de ellos la inmunodeficiencia, son relativamente comunes en estos animales, en
comparacion con la ocurrencia en equinos adultos (Giguére y Polkes, 2005). La
inmunodeficiencia se define como un estado en el cual la habilidad del sistema inmune de
prevenir las enfermedades infecciosas se encuentra comprometida o completamente ausente
(Crisman y Scarratt, 2008). El grupo méas prevalente de inmunodeficiencias que se han
descrito en la literatura se relaciona con los linfocitos B y se han descrito en humanos,
caninos, felinos, equinos y bovinos. Este tipo de inmunodeficiencias se caracteriza por una
produccién inadecuada o bajos niveles de una o mas clases de inmunoglobulinas (Camargo
et al., 2009), destacandose la importancia de evaluar los valores de cada isotipo frente a la

sospecha de alguna patologia.

Isotipos de inmunoglobulinas

IgM

Es la primera inmunoglobulina producida por los fetos, responsable de la respuesta inmune
primaria frente a un antigeno extrafio, teniendo un rol especifico en la activacion del
sistema del complemento (Walther et al., 2015; Perkins et al., 2003). El isotipo IgM
normalmente precede al cambio de isotipo hacia IgG y aparece tempranamente en
infecciones agudas, participando en la respuesta inmune primaria mediada por anticuerpos
(Keggan et al., 2013). La persistencia en la exposicion al antigeno induce aumentos en
otros isotipos, mayoritariamente de 1gG, pero no causa un aumento de la concentracion
sérica de IgM. La IgM seérica en un equino adulto representa aproximadamente el 10% de
las inmunoglobulinas séricas totales, y en contraste a la 1gG sérica, la IgM materna tiene

una corta vida media de entre cinco a 16 dias. Los niveles de IgM en potrillos neonatos que



no han ingerido calostro es de 16- 32 mg/dL (Giguére y Polkes, 2005; Tallmadge, 2016).
Mientras que los potrillos que ya ingirieron calostro muestran concentraciones de 34- 54
mg/dL (Tallmadge, 2016)

Se han descrito en la literatura deficiencias de IgM en potrillos jovenes y esporadicamente
en equinos adultos las razas Arabe y Cuarto de Milla, en donde los niveles de los otros

isotipos se encuentran normales (Perkins et al., 2003).
19G

Este isotipo con sus siete subclases, cumple todas las funciones de una molécula de
inmunoglobulina como lo es la union de antigenos, la fijacion del complemento, y la unién
a varias células fagociticas, linfocitos, plaquetas, mastocitos y baséfilos (Walther et al.,
2015). Es por esto que la insuficiencia de 1gG, a menudo se asocia con una alta morbilidad
y mortalidad de animales, siendo de especial importancia para los neonatos, sobre todo de
especies unguladas, ya que carecen de inmunoglobulinas al nacer (Hou et al., 2016).
Constituye alrededor del 75% de los anticuerpos y contribuye a la proteccion contra severos
patogenos como el Virus de la Influenza Equina, Streptococcus equi y Rhodococcus equi,
entre otros. Adicionalmente, la respuesta en mucosa y sistémica de la 1gG limita la
diseminacion y severidad del Virus Herpes Equino 1. Por estas razones, se considera que la
IgG juega un rol importante en el suero y los compartimentos mucosos de los equinos
(Walther et al., 2015). La capacidad de absorcion de inmunoglobulinas calostrales por el
tracto intestinal del potrillo es mayor durante las primeras seis horas de vida, declinando
hasta el punto de no ocurrir absorcion a las 24 horas posteriores al nacimiento, lo que se
traduce en que la mayor concentracion sérica de 1gG se alcanza al cumplirse un dia de
nacido.

El catabolismo de IgG es alto en las primeras cuatro semanas de vida, y el aumento del
volumen plasmatico contribuyendo en la dilucion de la I1gG, reduciendo la concentracion
de inmunoglobulina transferida maternalmente. Como resultado, la concentracion sérica de
los potrillos neonatos cae a sus niveles mas bajos entre el primer y segundo mes de edad
(Aoki et al., 2013). Hammer et al. (2000) comprobaron gue la administracion oral de 1gG
equina a los potrillos que ingirieron calostro a las diez y 12 horas de nacido, no gener6 una

diferencia significativa en su nivel plasmatico. La concentracion de IgG en potrillos que no
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han ingerido calostro va de los 0,2 a 17 mg/dL (Giguére y Polkes, 2005), por el contrario,
aquellos potrillos que a las 12 horas de nacido han ingerido calostro muestran
concentraciones de 8 mg/mL de este isotipo (Veronesi et al., 2014). Se describe que niveles
>500 mg/dL son protectivos en el neonato equino (Tallmadge, 2016).

La concentracién de 1gG en los fluidos corporales puede ser utilizada para propdsitos
diagndsticos y terapéuticos. Por ejemplo, los niveles de IgG aumentan en la mayoria de las
infecciones, hiperinmunizaciones, enfermedades hepaticas, malnutricion severa,
disproteinemia, granulomas de hipersensibilidad, desordenes dermatol6gicos, mieloma de
IgG y artritis reumatoide. En contraste, los niveles de 1gG pueden disminuir por
condiciones como agammaglobulinemia, aplasia linfoide, inmunodeficiencia combinada
severa, leucemia linfoblastica cronica y falla en la transferencia de inmunidad pasiva (Hou
et al., 2016).

IgE

Corresponde al isotipo con menor concentracion en suero (Keggan et al., 2013). Ademas de
ser responsable de la respuesta inmune contra parasitos, también es responsable de las
alergias tipo | que resultan en enfermedades como eczema de verano, urticaria y
obstruccion recurrente de vias aéreas. El caracter polimérfico de los genes de IgE puede
influenciar en sus funciones efectoras, union de mastocitos y basofilos, y consecuentemente
en el nivel de severidad de las reacciones alérgicas (Walther et al., 2015). Se ha sugerido
que las altas concentraciones de IgE en el suero de un equino normal son producidas por
una alta carga parasitaria (Wagner, 2009). Los niveles de IgE en el suero de la yegua, el
calostro y el suero del potrillo estan correlacionados, pero la eficiencia de la transferencia
de IgE a los potrillos atn no esté clara. Sorpresivamente, el nivel de IgE total detectado en
el suero a los seis meses de edad esta significativamente relacionado con los niveles
encontrados al primer, segundo y tercer afio de edad, sugiriendo que a los seis meses los
potrillos ya sintetizan IgE, con niveles de 318 ng/mL. La evidencia cientifica sugiere la
existencia de un minimo efecto de la IgE materna en la respuesta inmune del potrillo, ya

que ésta disminuye antes de la sintesis de IgE por parte de él (Marti et al., 2009).



IgA

Esta inmunoglobulina predomina en la respuesta inmune de la mucosa del tracto
respiratorio, gastrointestinal y genitourinario. En los fluidos corporales como la leche, la
secrecion nasal y la saliva, aparece como una molécula dimérica llamada IgA secretora,
mientras que en suero aparece de forma monomérica (Walther et al., 2015; Veronesi et al.,
2014). La IgA secretora se ha identificado como la inmunoglobulina predominante en las
secreciones nasales de los equinos, y se ha demostrado que existe una respuesta con este
tipo de anticuerpos nasales frente al virus Influenza (Mair et al., 1987). Los niveles de
concentracion sérica de IgA en potrillos neonatos es de 40-58 mg/dL (Tallmadge, 2016).

En el trabajo de Camargo y et al. (2009) se menciona que se han encontrado pocos estudios
disponibles que se enfoquen a la respuesta humoral equina, por lo que el médico veterinario
que se desempefia en clinica no tiene un acceso a los pardmetros necesarios para diferenciar

un sistema inmune saludable de uno que presenta enfermedad.

Finalmente, y como se mencion0 con anterioridad, a partir de los tres meses de edad
comienza la produccion de inmunoglobulinas por parte del potrillo, pudiendo ser similar a
la del adulto, puesto que a esta edad la gran mayoria de los anticuerpos maternos decae. Por
esta razon, el presente estudio pretende establecer qué ocurre con los niveles sanguineos de
los distintos isotipos de inmunoglobulinas en potrillos de entre cuatro y seis meses de edad,
informacion que en un futuro puede servir de aproximacion al estudio en ejemplares

adultos.



OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la inmunoglobulinemia en potrillos FSC entre cuatro y seis meses de edad,
pertenecientes a un haras de la zona sur de Chile.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar concentracion de inmunoglobulinas (IgA, IgG, IgE e IgM) en potrillos

FSC entre cuatro y seis meses de edad.

2. Comparar la concentracién de inmunoglobulinas (IgA, 19G, IgE e IgM) entre

equinos hembras y machos, FSC entre cuatro y seis meses de edad.
3. Establecer los valores de referencia de inmunoglobulinas séricas de potrillos FSC
entre cuatro y seis meses de edad, para el Laboratorio de Quimica Clinica

Especializada (LQCE).

4. Correlacionar los niveles de proteinas totales séricas (gr/dl) con los niveles de

inmunoglobulinas totales séricas.
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MATERIALES Y METODOS

Para el presente estudio se utilizaron 60 potrillos FSC entre cuatro y seis meses de edad; 30
hembras y 30 machos, pertenecientes al “Haras Don Alberto”, ubicado en la ciudad Los
Angeles, region del Bio-Bio, Chile. Todos los ejemplares se encontraban sometidos al

mismo manejo sanitario y de crianza extensiva en los potreros del haras.

Como requisito para este estudio los ejemplares no debian estar cursando ninguna
enfermedad y/o tratamiento médico. Para corroborar lo anterior fueron sometidos a un
examen clinico general evaluando frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura,
coloracion de mucosas y tiempo de llene capilar. Todas las evaluaciones fueron apoyadas
por los antecedentes registrados en las fichas clinicas del haras y por un hemograma y perfil
bioquimico. Cualquier alteracion en alguno de los parametros antes mencionados, fue razon

para excluir al ejemplar del estudio.
Obtencidn de muestras

Se realizd la toma de muestras durante la mafana a los potrillos acompafiados de sus
respectivas madres. Se les extrajo 7 mililitros (mL) de sangre, mediante la puncién de la
vena yugular, utilizando una jeringa de 10 mL con aguja calibre 21 G y 1 % pulgadas. Se
vertieron 3 mL de sangre en un tubo de muestra con &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) como anticoagulante para la posterior realizacién del hemograma y 4 mL en un
tubo de muestra sin aditivo para la realizacion del perfil bioquimico, s6lo con el fin de
corroborar que los ejemplares estuvieran clinicamente sanos. La medicion de las

inmunoglobulinas se llevé a cabo con el suero proveniente del tubo de muestra sin aditivo.

Las muestras fueron transportadas a temperatura ambiente y, dentro del mismo dia de su
obtencién, recepcionadas por el LQCE, ubicado en la ciudad de Santiago, region

Metropolitana.
Procesamiento y Analisis de Muestra

El procesamiento y analisis de las muestras estuvo a cargo de la Division de Veterinaria del

LQCE. El programa de evaluacion externa de calidad del area veterinaria del laboratorio
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estd a cargo de PREVECAL®, mientras que el control de calidad interno se sustenta en
Bio-Rad nivel 1 y nivel 2 (Lyphochek®).

Wiener CP-19® y Biosystems BA-400® son los proveedores de equipos Yy reactivos para

desarrollar el analisis hematoldgico y bioquimico, respectivamente.

Para el andlisis de las inmunoglobulinas se realiz6 la medicion de los isotipos de éstas. Se
realizd con los equipos Biosystems BA-400® (IgA, 1gG e IgM) e Immulite® (IgE). La
inmunoglobulina A, G, M y E, presentes en la muestra fueron precipitadas en presencia de
anticuerpos de cabra antiinmunoglobulinas humanas (A, G, M y E respectivamente)
humana. La dispersion de luz generada por los complejos antigeno-anticuerpo es
proporcional a la concentracién de inmunoglobulina y fue cuantificada por turbidimetria en
el caso de las inmunoglobulinas A, G y M. En el caso de la inmunoglobulina E se realizo el

mismo procedimiento, pero la cuantificacion, se realizo a través de quimioluminiscencia.
Andlisis Estadistico

Los datos del estudio fueron registrados en una planilla Excel y sometidos a la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilks. Posteriormente, se realizé un andlisis exploratorio de datos,
para caracterizar medidas de tendencia central y de dispersion, junto con la realizacion de
tablas de frecuencia. Para realizar la caracterizacion de los valores de inmunoglobulinemia,
se emplearon intervalos de confianza, asociado a la prueba de T-Student, utilizando un
valor de significancia p<0,05. Para determinar si existen diferencias significativas en los
valores de inmunoglobulinemia segln sexo, los datos se evaluaron mediante un analisis de
varianza (ANDEVA) de una via, y se compararon los promedios mediante el test de Tukey,

utilizando un valor de significancia p<0,05.

Para evaluar la relacion de los valores de las proteinas con los niveles de inmunoglobulinas
séricas se utilizo el andlisis de correlacion de Pearson y relacién lineal. Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el programa Infostat® y los resultados estan

presentados mediante tablas y graficos.
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RESULTADOS

Determinacion de la concentracion de inmunoglobulinas (IgA, 1gG, IgE e IgM) en

potrillos FSC entre cuatro y seis meses de edad.

Los datos obtenidos en la medicion de inmunoglobulinas en los potrillos fueron analizados
concluyendo que los datos poseen una distribucion normal y se realizé un boxplot para
cada variable a traves del calculo de percentiles (Anexo 1) y asi comprobar que no

existiesen valores atipicos.

Se logr6 determinar la concentracion (mg/dL) de los isotipos de inmunoglobulinas (IgA,
IgG, 1gM e inmunoglobulinas totales), tal como lo muestra la Tabla 1. Ademas, con la
suma de los niveles de estos tres isotipos (IgA, 1gG e IgM) se calculd la concentracion de
inmunoglobulinas totales en potrillos. También se obtuvo valores de tendencia central
como la media, de dispersion como la desviacion estandar y los valores minimos y

mMAaximos que se encontraron en cada variable.

Los valores relacionados con el isotipo IgE que estaba contemplado dentro del analisis de
las inmunoglobulinas y los objetivos especificos del presente estudio, no se encuentran
disponibles debido al nulo nivel sérico en los potrillos pertenecientes en el estudio, lo cual

serd tratado en la discusion.

Tabla 1. Concentracion de inmunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM e inmunoglobulinas totales)

en potrillos FSC entre cuatro y seis meses de edad.

, . Desviacion Valor Valor
Variable (mg/dL) Media Estandar Minimo Maximo
IgA 8,93 3,75 2 17
IgG 292,58 15,3 261 335
IgM 53,83 17,75 18 96
Inmunoglobulinas totales 355,35 21,42 318 403

Media: promedio del conjunto de valores; Desviacién Estandar: indice numérico de la dispersién del conjunto de datos.

Posteriormente, se calcularon medidas de frecuencia para cada isotipo de inmunoglobulina
para determinar con mayor detalle la distribucion de los animales que se congregaba segin
la concentracion de inmunoglobulinas que presentaban. Para esto, el grupo total de potrillos
se subdividio en cinco clases (grupos) con la misma amplitud en base a la cantidad de

inmunoglobulinas séricas, otorgandoles a cada clase un valor minimo (limite inferior) y un
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valor méximo (limite superior). EI promedio o marca de clase que corresponde al promedio
del limite inferior y limite superior; la frecuencia absoluta representa el nimero exacto de
ejemplares que poseen valores dentro de tal clase; y la frecuencia relativa es el porcentaje
de los ejemplares que poseen valores dentro de la clase.

En el caso de la IgA (Tabla 2), se obtuvo que la mayor cantidad de ejemplares (56%)
presentaban valores que se encontraban entre 5 a 11 mg/dL, ubicAndose mas centrales y
cercanos a valores mas bajos, arrojando que sélo un 25% de los ejemplares posee
concentraciones que van de 11 a 17 mg/dL.

Tabla 2. Frecuencia para la concentracion de 1gA (mg/dL).

Clase Limite Limite Promedio Frecuencia Frecuencia
Inferior Superior Absoluta Relativa
1 2 5 3,5 11 0,18
2 5 8 6,5 17 0,28
3 8 11 9,5 17 0,28
4 11 14 12,5 10 0,17
5 14 17 15,5 5 0,08

Clase: intervalo con igual amplitud; Promedio: valor promedio entre el limite inferior y superior de cada clase; Frecuencia Absoluta:
nimero de veces que aparece un valor dentro del intervalo; Frecuencia Relativa: cociente de dividir la frecuencia absoluta por el
ntmero total de ejemplares del estudio.

Mientras que, en el caso de la IgG (Tabla 3), el mayor porcentaje de los animales (63%)
presentaba concentraciones entre 275,8 a 305,4 mg/dL, repitiéndose un fendmeno similar al
de IgA, en donde las concentraciones tenian un mayor porcentaje de frecuencia son
aquellos que tienen un valor mas promedio. So6lo un 21% presenta concentraciones de
305,4 a 335 mg/dL.

Tabla 3. Frecuencia para la concentracion de 1gG (mg/dL).

Clase Limite Limite Promedio Frecuencia Frecuencia
Inferior Superior Absoluta Relativa
1 261 275,8 268,4 9 0,15
2 275,8 290,6 283,2 20 0,33
3 290,6 305,4 298 18 0,30
4 305,4 320,2 312,8 11 0,18
5 320,2 335 327,6 2 0,03

Clase: intervalo con igual amplitud; Promedio: valor promedio entre el limite inferior y superior de cada clase; Frecuencia Absoluta:
nimero de veces que aparece un valor dentro del intervalo; Frecuencia Relativa: cociente de dividir la frecuencia absoluta por el
nimero total de ejemplares del estudio.
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En similitud a los isotipos anteriores, un 62% de los animales presenta una concentracion
de IgM, (Tabla 4) entre 33,6 a 64,8 mg/dL, valores que son mas centrales y sélo un 25%
posee valores més altos, en donde la concentracion va entre 64,8 a 96 mg/dL.

Tabla 4. Frecuencia para la concentracion de IgM (mg/dL).

Clase Limi_te Limi'_[e Promedio Frecuencia Frecue_ncia
Inferior Superior Absoluta Relativa
1 18 33,6 25,8 8 0,13
2 33,6 49,2 41,4 18 0,30
3 49,2 64,8 57 19 0,32
4 64,8 80,4 72,6 11 0,18
5 80,4 96 88,2 4 0,07

Clase: intervalo con igual amplitud; Promedio: valor promedio entre el limite inferior y superior de cada clase; Frecuencia Absoluta:
nimero de veces que aparece un valor dentro del intervalo; Frecuencia Relativa: cociente de dividir la frecuencia absoluta por el
ntmero total de ejemplares del estudio.

Para la concentracion de inmunoglobulinas totales (IgA, 1gG e IgM) en potrillos, se
concluy6 que un 73% posee una concentracion entre 318 a 369 mg/dL (Tabla 5). Lo que se
debe a que la concentracion de cada isotipo que compone esta concentracion total, tiene una
distribucién de valores similares, observandose que un bajo porcentaje (18%) presenta una

concentracion entre 386 a 403 mg/dL.

Tabla 5. Frecuencia para la concentracion de inmunoglobulinas totales (mg/dL).

Clase Limite Limite Promedio Frecuencia Frecuencia
Inferior Superior Absoluta Relativa
1 318 335 326,5 14 0,23
2 335 352 343,5 16 0,27
3 352 369 360,5 14 0,23
4 369 386 3775 10 0,17
5 386 403 394,5 6 0,1

Clase: intervalo con igual amplitud; Promedio: valor promedio entre el limite inferior y superior de cada clase; Frecuencia Absoluta:
nimero de veces que aparece un valor dentro del intervalo; Frecuencia Relativa: cociente de dividir la frecuencia absoluta por el
nimero total de ejemplares del estudio.
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Comparacién de la concentracion de inmunoglobulinas (IgA, 1gG, IgE e IgM) entre

equinos hembras y machos, FSC entre cuatro y seis meses de edad.

En la Tabla 6 se pueden observar las concentraciones de IgA, IgM e inmunoglobulinas
totales, agrupadas por el sexo de los potrillos. Para comparar la concentracion de dichas
inmunoglobulinas, se realizd un anélisis de varianza (ANDEVA) de una via con test de
Tukey y p<0,05, obteniéndose para IgA un p=0,3747; IgG p= 0,3987; IgM p= 0,2191 e
inmunoglobulinas totales p= 0,0731, todos los cuales son valores mayores a p> 0,05, por lo

que se afirma que las diferencias de las medias de ambos sexos no son significativas.

Tabla 6. Comparacién de la concentracion de inmunoglobulinas (IgA, 19G, IgM e
imunoglobulinas totales) entre equinos hembras y machos, FSC entre cuatro y seis meses
de edad.

. . Desviacion Valor Valor
Sexo Variable (mg/dL) Media Estandar Minimo  Méximo
Hembra IgA 9,37 3,92 2 17
Macho IgA 8,5 3,58 3 17
Hembra IgG 294,27 16,19 264 335
Macho IgG 290,9 14,43 261 324
Hembra IgM 56,67 16,36 18 96
Macho IgM 51 18,88 19 87
Hembra Inmunoglobulinas totales 360,3 19,95 325 403
Macho Inmunoglobulinas totales 350,4 22,02 318 397

Media: promedio del conjunto de valores; Desviacion Estandar: indice numérico de la dispersion del conjunto de datos.

Basandonos en la informacién contenida en la Tabla 6, la Figura 1 muestra los graficos en
A, B, C y D, correspondientes a los niveles de inmunoglobulinas IgA, 1gG, IgM e
inmunoglobulinas totales (mg/dL) segin sexo respectivamente, en donde los valores en las
barras corresponden a la media de cada variable. Las lineas sobre las barras corresponden a
la desviacion estandar de cada valor. Las letras iguales, sobre cada barra indican que no hay
diferencia estadistica entre los niveles de inmunoglobulinas comparandolas seglin sexo,

evaluadas a través del test de Tukey, considerando un p<0,05.
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Figura 1. La concentracién de inmunoglobulinas no presenta diferencias estadisticas entre machos y hembras.
En los cuadros sefialados con las letras A, B, C y D se observa la concentracion de IgA, 1gG, IgM e
inmunoglobulinas totales, respectivamente, comparadas segiin sexo. Las letras iguales indican que no existe
diferencia estadistica al evaluarlos mediante un analisis de varianza (ANDEVA) de una via, y comparacion de
los promedios mediante el test de Tukey, utilizando un p<0,05. Lineas sobre las barras corresponden a la

desviacion estandar y cifras dentro de las barras corresponden a la media de los valores.
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Determinacién de los valores de referencia de inmunoglobulinas aplicables a potrillos
FSC, entre cuatro y seis meses de edad, para el Laboratorio de Quimica Clinica
Especializada (LQCE).

Los valores de referencia para la concentracion de los isotipos de inmunoglobulinas e
inmunoglobulinas totales (Tabla 7) fueron calculados por intervalos de confianza debido a
la distribucion paramétrica de los datos, el cdlculo se obtuvo mediante la formula (Wittwer,
2012):

IR=p +2 6?

IR: Intervalo de referencia; p: media; o2 desviacion estandar.

Para calcular el intervalo de referencia superior e inferior se realiza de la siguiente manera:

Intervalo de Referencia Superior= p + 2 62

Intervalo de Referencia Inferior=p - 2 62

Tabla 7. Intervalos de referencia de la media para IgA, 1gG, IgM e inmunoglobulinas

totales.

. Estimacion de la Desviacion Ll'mi_te Ll'miFe
Variable (mg/dL) media Estandar Inferior Superior
(95%) (95%)

IgA 8,93 0,48 7,97 9,90
19G 292,58 1,98 288,63 296,54

IgM 53,83 2,29 49,25 58,42
Inmunoglobulinas totales 355,35 2,77 349,82 360,88

Media: promedio del conjunto de valores; Desviacién Estandar: indice numérico de la dispersién del conjunto de datos.

De los datos que se observan en esta tabla, el valor de las inmunoglobulinas totales es el
que presenta la mayor desviacion estandar. La IgM e IgG también presentan una desviacion
estdndar mas marcada, sobretodo la primera, si se compara con la que se obtuvo en el caso
de IgA.
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Correlacion de los niveles de proteinas totales séricas (gr/dl) con los niveles de

inmunoglobulinas totales séricas.

El dltimo objetivo de este estudio buscaba correlacionar estadisticamente los niveles de
proteinas séricas totales (gr/dL) con los niveles de inmunoglobulinas séricas totales
(mg/dL), a través de correlacion de Pearson. Se determin6 un valor de p= 0,08 (p <0,05),
por lo que se concluyd que ambas variables no tienen correlacién. Ademas, en la Figura 2
se puede observar que cuando ambas variables son sometidas a un analisis de relacién
lineal tampoco hay una relacion entre ellas, pues ante valores similares de proteinas séricas
totales, los valores de inmunoglobulinas son distintos, por lo que no se puede deducir un

valor aproximado de proteina sérica a partir de un valor de inmunoglobulinas totales
determinado, o viceversa.
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Figura 2. No existe una relacién lineal entre los valores de inmunoglobulinas séricas totales y proteinas
séricas totales. En el eje de las abscisas se observa la concentracién de inmunoglobulinas séricas totales y en
el de las ordenadas, la concentracion de proteinas séricas totales. Con valores similares de proteinas séricas
(9/dL) se observan distintos niveles de inmunoglobulinas totales (mg/dL). No se puede deducir un valor

aproximado de proteina sérica a partir de un nivel de inmunoglobulinas totales determinado o viceversa.
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DISCUSION

Hasta la fecha la concentracion sérica de los isotipos de inmunoglobulinas en potrillos de
entre cuatro a seis meses no se encuentra descrita en la literatura, por lo que sélo se puede
realizar una aproximacion con aquellos valores que han sido descritos para potrillos
neonatos o equinos adultos. Ademas, estos valores en muchas publicaciones no se
encuentran representados como un valor de referencia con intervalo, sino que con la media
y desviacion estandar. Si bien Wittwer (2012) ha sefialado que para la elaboracion de
intervalos de referencia se requiere de un tamafio de muestra (n) mayor a 120 individuos,
la dificultad de acceder a este niUmero de ejemplares bajo las mismas condiciones, el mismo
autor ha sugerido un tamafio de muestra a partir de 40 individuos en estudios que requieran
establecer un intervalo de referencia para algun valor que presente distribucién paramétrica
(como en nuestro caso). Cabe destacar, que la mayoria de los trabajos que han sido citados
en esta investigacion tienen un tamafio de muestra similar o incluso inferior al de este

estudio.

Entre los trabajos que describen la concentracion de imunoglobulinas en equinos adultos, se
encuentra el realizado por Camargo et al. (2009), quienes establecieron valores para IgA
(196 = 73 mg/dL), 1IgG (2704 + 1424 mg/dL) e IgM (70 £ 30 mg/dL). Similares
determinaciones registraron McGuire y Crawford (1972), para lo cual utilizaron unos kits
comerciales, donde las concentraciones registradas fueron: IgA (153 £ 86 mg/dL), 1gG
(1334 + 350 mg/dL) e IgM (120 + 31 mg/dL). De igual manera Kohn et al. (1989)
determinaron valores para IgA (305 £ 237 mg/dL), 1gG (2463 + 1337 mg/dL) e IgM (136 £
218 mg/dL), y McFarlane et al. (2001) obtuvieron valores de IgA (261 = 14.9 mg/dL), 1gG
(1447 + 26.3 mg/dL) e IgM (75 £ 8.2 mg/dL), siendo similares a los que exponen Camargo
et al. (2009) y McGuire y Crawford (1972). Sheoran et al. (2000) obtuvieron valores de
IgA mucho menores en comparacion a los otros estudios mencionados (40 + 30 mg/dL) y

para 1gG (2320 + 860 mg/dL) fue similar a los otros ensayos.

En cuanto a la informacion disponible sobre la concentracién de isotipos de
inmunoglobulinas en potrillos, ésta es muy escasa, destacandose los valores para IgA (40-
58 mg/dL), IgM (16-32 mg/dL) e IgG (0,2 — 17 mg/dL y 8 mg/mL; pre y post consumo de
calostro, respectivamente).
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Nuestro estudio realizado en el haras Don Alberto, establecid los valores para IgA (8,93
3,75 mg/dL), 1gG (292,58 * 15,3 mg/dL), IgM (53,83 £ 17,75 mg/dL) e inmunoglobulinas
totales (355,35 + 21,42 mg/dL), los cuales presentan una diferencia bastante evidente con
los disponibles en literatura para equinos adultos, lo que justifica el haber realizado
nuestros analisis, ya que demuestra que existen diferencias en las concentraciones de estas
moléculas en las diferentes edades del equino. Por otra parte, cuando se compara la
concentracion de inmunoglobulinas estudiadas con los datos de potrillos neonatos, también
encontramos diferencias, pero no tan marcadas como cuando se comparan con adultos. Lo
que se contrasta con la afirmacion de Giguére y Polkes (2005), quienes plantean que los
potrillos en presencia de trasnferencia de inmunidad pasiva, cerca de las ocho a 12 semanas
de vida, producen una cantidad de 1gG e IgA comparable a la de los adultos.

Todo lo anterior nos permite deducir que, si bien los potrillos entre cuatro a seis meses de
edad ya han iniciado su produccion de anticuerpos autologos, este proceso no es lo

suficientemente eficiente para alcanzar los niveles sanguineos de un equino adulto.

Un estudio anterior (Espinosa, 2015), determind la concentracion de inmunoglobulinas en
equinos neonatos FSC de hasta tres dias de edad sometidos a un tratamiento de plasma
hiperinmune en el mismo haras. Dicho trabajo midié la concentracion de globulinas en tres
diferentes tiempos: potrillos recién nacidos antes de ingerir calostro; 24-36 horas post parto
(con ingesta de calostro) y 24-36 horas post tratamiento con plasma hiperinmune. Se
determin6 entonces concentraciones de globulinas de 529 mg/dL, 1994 mg/dL y 2127
mg/dL respectivamente. Si bien, estas concentraciones tienen diferencias con los niveles
que presentan los potrillos de este estudio, se debe tener en cuenta que el estudio de
Espinosa considera a todas las globulinas (o, B y y globulinas), ademés de que el plasma
hiperinmune entrega anticuerpos que el potrillo no es capaz de producir, situacion diferente
a los potrillos de cuatro a seis meses de edad que ya sintetizan inmunoglobulinas en una
concentracion menor, pero son autologas. Los anticuerpos que otorga el plasma
hiperinmune pueden persistir hasta 60 dias en los potrillos, como es el caso de los
anticuerpos contra Rhodococcus equi (Bevilagua, 2014), de manera que no interfieren en

nuestra medicion.
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Segin Camargo et al. (2009) ha habido otros reportes en la literatura donde han
cuantificado los isotipos de inmunoglobulinas, pero la mayoria de estos estudios utilizan
distintas técnicas para su medicion, ya sea kits comerciales y/o analizan un pequefio nimero

de animales, por lo que es dificil aplicar esos resultados en la clinica.

Cabe destacar que si bien en la literatura s6lo algunos autores mencionan diferencias en las
concentraciones de estos isotipos de inmunoglobulina segln raza, es bueno considerar que
todos los estudios han sido realizados en distintas razas que quizés no se podrian comparar
entre si y que también podrian presentarse diferencias al compararse con los equinos FSC
del presente estudio.

En este estudio no se pudo cuantificar la concentracion del isotipo IgE en los potrillos entre
cuatro a seis meses de edad, pese a haber utilizado la técnica de quimioluminiscencia, que
tiene una mayor sensibilidad en la deteccion de los anticuerpos, lo cual se sustenta en lo
que describe la literatura respecto a esta inmunoglobulina. La IgE puede detectarse en el
suero de los potrillos en las primeras ocho a 12 semanas de nacido, pero estos anticuerpos
son exclusivamente de origen materno, los que fueron transferidos a través del consumo de
calostro (Wagner et al., 2009; Wagner et al., 2006). Esta transferencia de anticuerpos IgE a
los neonatos a través del calostro ha sido descrita en humanos, caprinos y equinos. Ademas,
la IgE no es detectable en los potrillos previo al consumo de calostro, apoyando la teoria de

que su origen es exclusivamente materno (Wagner et al., 2010).

En un estudio previo realizado por Wagner et al. (2003), se observd gque habia ausencia de
IgE detectable en potrillos de cinco a seis meses de edad. Es por esto que posteriormente
Wagner et al. (2006) estudiaron la edad en la cual se empezaba a detectar la IgE autéloga
en los potrillos y concluyeron que esto ocurre entre los nueve y 11 meses de edad,

presentando concentraciones de 20 a 30 pg/mL.

Por otro lado Marti et al. (2009), a diferencia de Warner et al. (2006), concluyeron gue la

sintesis de IgE en potrillos ocurria a partir de los seis meses de edad con una concentracion

de 318 ng/mL, y valores que obtenidos a esta edad no se correlacionaban con los detectados

cuando estos potrillos eran neonatos, pero si mostrando una alta correlacion con los valores

del primer al tercer afio de edad, confirmando asi que la IgE medida correspondia a la

sintetizada por el potrillo. Ademas, se realizd un estudio de inmunohistoquimica de los
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linfonodos de potrillos de seis meses de edad, donde encontraron linfocitos B productores
de IgE, corroborando que la concentracion de IgE corresponde a anticuerpos aut6logos.
Sumado a lo anterior, esta menor concentracion de IgE en potrillos podria explicarse debido
a que en su corta edad, estos animales se han visto enfrentados a una menor carga

parasitaria o alérgenos en comparacion a equinos de mayor edad.

Las concentraciones de IgE descritas para equinos adultos y potrillos de 18 meses son 84,0
+ 0,99 pg/mL y 56 (50-81) pg/mL, respectivamente (Wagner, 2009; Wagner et al., 2006).
Sin embargo, en el suero humano, la IgE se detecta en concentraciones de ng/mL vy tiene
una corta vida media, de aproximadamente dos dias. Por lo tanto, la concentracién total de
IgE reportada en equinos adultos es sustancialmente mayor que en los humanos, ademas de
que las variaciones entre individuos también son elevadas. Esto podria deberse a que los
equinos, generalmente se ven expuestos a altas cargas parasitarias, similar a lo que ocurre
en los caprinos, en los que también se puede detectar una concentracion normal de IgE,

alcanzando niveles de los pg/mL (Wagner, 2009; Wagner et al., 2006; Wilson et al., 2006).

Es de interés que en un futuro se siguiera estudiando la variacion de la concentracion de
IgE en distintas edades del equino FSC vy si existe concordancia con las conclusiones que se

han obtenido en los estudios mencionados.

A diferencia de nuestro estudio, los trabajos cientificos que han evaluado las
inmunoglobulinas y sus isotipos en los equinos, no han mencionado el haber determinado si
existen diferencias atribuidas al sexo de los animales. Se ha descrito en la literatura que en
humanos y otros vertebrados, los estrdgenos aumentan la sobrevida de los linfocitos B y
también producen una activacion policlonal de 1gG e IgM, mientras que la testosterona
produce un efecto contrario, por lo que en ejemplares hembras es posible encontrar una

mayor cantidad de inmunoglobulinas (Roved et al., 2017; Oertelt-Prigione, 2017).

En el caso de los humanos se ha descrito que es mayor la incidencia de enfermedades

autoinmunes en mujeres cuando alcanzan la pubertad, en comparacion a los hombres

(Oertelt-Prigione, 2017). En el caso de los equinos, la pubertad en promedio se alcanza a

las 80 semanas de edad, y aunque en ambos sexos se encuentran altos niveles de hormonas

esteroideas al nacimiento, éstos disminuyen rapidamente y permanecen bajos hasta que se

alcanza la pubertad (Wulf et al., 2018). Por lo tanto, puede ser que la edad de los
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ejemplares del estudio sea la razén por la cual no se observan diferencias significativas
segun sexo, ya que es una edad en la cual se encuentran bajos los niveles de hormonas

esteroideas que pudiesen afectar la respuesta inmune.

El altimo punto sujeto a discusion en esta memoria es la correlacién entre la concentracion
de proteinas séricas totales y las inmunoglobulinas totales, ya que la literatura menciona
que a partir de los cinco meses de edad se observa un aumento lineal de linfocitos T y B
(respuesta humoral) en potrillos, mostrando valores mayores de los que se encuentran en
los adultos, lo cual es el reflejo de la exposicion a multiples antigenos ambientales
(Tallmadge, 2016). Cabe destacar que las proteinas séricas totales, se utilizan, entre otros
como una herramienta diagnostica que sugiere cambios o problemas de la funcién hepética
0 sistema inmune (Abeni et al., 2013). Las proteinas séricas incluyen a la albumina y
globulinas, las cuales usualmente son cuantificadas en un perfil bioguimico estandar
(Crisman et al.,, 2008). La albumina es la proteina sérica mas osmoéticamente activa,
transporta muchas sustancias y constituye aproximadamente entre 47- 70% del total de las
proteinas séricas (Crisman et al., 2008; Abeni et al., 2013; Blanco y Blanco, 2017). En
contraste a la albimina, las globulinas son un grupo heterogéneo de proteinas que tienden a
migrar en grupos en la electroforesis de proteinas séricas (Crisman et al., 2008). Incluyen
los anticuerpos, moléculas inflamatorias, proteinas hemostaticas y fibrinoliticas, y proteinas
transportadoras de lipidos, vitaminas y hormonas (Abeni et al., 2013). Estos grupos son
conocidos como a-globulinas, B-globulinas y y-globulinas. Hay condiciones fisiologicas o
patologicas que pueden causar cambios en las concentraciones de albimina y globulinas, y
su cuantificacion por electroforesis es una herramienta diagndéstica de gran valor (Crisman
et al., 2008; Abeni et al., 2013).

Uno de los cambios mas importantes en las proteinas séricas totales ha sido asociado con
condiciones inflamatorias que llevan a un aumento de la sintesis de proteinas de fase aguda
positivas. Las a-globulinas responden principalmente a inflamacion aguda, mientras que las
B-globulinas se elevan en cuadros de inflamacion y hepatopatia, y las y-globulinas
aumentan durante una infeccion crénica o inflamacién, como resultado de la produccién de
anticuerpos. La albumina es una proteina de fase aguda negativa, ya que disminuye en el

plasma durante condiciones inflamatorias (Abeni et al., 2013).
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Por otra parte cuando se habla sélo del aumento de la fraccion de las y- globulinas, nos
encontramos frente a una hipergamaglobulinemia, la cual puede ser causada por una
gamopatia policlonal (algunos o todos los grupos de inmunoglobulinas pueden estar
aumentados) o gamopatia monoclonal (aumento de un tipo de inmunoglobulina). Una
gamopatia policlonal a menudo se asocia con infecciones agudas, enfermedad inflamatoria
cronica, como la hepatitis, pleuroneumonia, enfermedades inmunomediadas, neoplasia 0 un
desorden supurativo cronico, mientras que la gamopatia monoclonal ocurre poco
frecuentemente en el equino y ha sido asociada con mieloma de células plasmaticas,

linfoma maligno y causas idiopaticas (Crisman et al., 2008).

La hipoglobulinemia puede ser causada por una reduccion en las fracciones a, B o y-
globulinas y ocurre por una variedad de desordenes. Por ejemplo, la falla en la transferencia
pasiva de inmunidad en potrillos es asociada con una deficiencia de y-globulinas (Crisman

et al., 2008).

Las inmunoglobulinas casi en su totalidad forman parte de las y-globulinas, y estas a su vez
son parte de las proteinas séricas totales, por lo que se esperaria que existiese una
correlacién entre ambas variables, sin embargo, esto no se observd en nuestros resultados,
ya que los potrillos que presentaron variaciones en las concentraciones de
inmunoglobulinas , mostrandose un valor similar de proteinas séricas totales entre los otros
individuos del estudio, lo que puede ser explicado por el hecho de que solo se evaluaron
ejemplares clinicamente sanos y por lo tanto, las variaciones en los niveles de
inmunoglobulinas fueron minimos, insuficientes para ser reflejados en el total de proteinas
séricas. Cabe mencionar que la albimina al ser una proteina de fase aguda negativa, elevara
o disminuird su concentracion dependiendo de la cantidad de globulinas, para asi mantener
la presion oncotica en un equilibrio. Como se menciono anteriormente, el mayor porcentaje
de proteinas séricas totales se encuentra constituido por la albimina (47-70 %) y en un
menor porcentaje las globulinas, y dentro de ellas las inmunoglobulinas, de las cuales se
cabe destacar que 1gG es la que constituye el 75% (Walther et al., 2015), en comparacion a
IgM que constituye un 10%. Dado que la albumina tiene un porcentaje mayor dentro de las

proteinas séricas totales, se podria pensar que leves variaciones en las concentraciones de
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inmunoglobulinas séricas, no repercutan de manera significativa en los niveles de proteinas

séricas totales de los potrillos sanos.

El hecho de que existan variaciones en las concentracion de inmunoglobulinas séricas
totales debido a diferencias de niveles de IgG e IgM, puede explicarse porque éstas van
generandose en un orden especifico segun la cadena de los genes que las codifican,
secretdndose en normalidad primero IgM y posteriormente 1gG, fenbmeno como respuesta
frente a una infeccién que se denomina switching isotipico (Tizard, 2009; Lunn y Horohov,
2004) y al existir este orden puede que ciertos potrillos hayan sido muestreados en distintos
momentos dentro de este proceso productivo y puede explicarse por eso la diferencia en la
concentracion de inmunoglobulinas séricas totales. Si bien se podria tener como teoria que
algunos ejemplares estuvieran con algin cuadro infeccioso que clinicamente no se
observaba, es dificil de considerar ya que los niveles de anticuerpos se encuentran mas
bajos incluso que el valor protectivo que se menciona en potrillos, los que segin Tallmadge
(2016) para la 1gG debieran ser >500 mg/dL. Sobre lo cual se podria deducir que los
ejemplares del estudio dada su edad, recién estan regulando su sistema inmune,
respondiendo a patogenos habituales del ambiente, pero que no alcanzan a producir una
patologia de base, de una manera similar como explicaba Tallmadge (2016) el aumento

lineal de la respuesta humoral en los potrillos de la misma edad de nuestro estudio.

En un estudio realizado por Hurcombe et al. (2012) se elabor6 una formula que permitiese
calcular la concentracion de 1gG a partir de la concentracién de inmunoglobulinas séricas
totales y de la concentracion de proteinas séricas totales en potrillos menores de siete dias
de edad, y a la vez, evaluar si existia correlacion en los valores de 1gG calculados a través
de la formula y en los valores obtenidos por la medicién exacta de 1gG. Se determind que
no habia diferencias estadisticas entre estas ultimas dos concentraciones nombradas y por
lo tanto, se pudo comprobar que las variables estaban correlacionadas. Sin embargo,
nuestros resultados muestran diferencias con los de estos autores. Esta discrepancia, podria
ser atribuida a que los potrillos del trabajo anterior ain no alcanzaban la edad en que se
sintetizan anticuerpos propios, que es a partir de las cuatro a cinco semanas de edad

(Bevilaqua, 2014), asi como no se estan sintetizando los distintos isotipos de
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inmunoglobulinas, y por el contrario, son los anticuerpos maternos los que se encuentran

cumpliendo la funcion protectora en el potrillo.

Finalmente, esta memoria de titulo entrega por primera vez los valores de referencia de
isotipos de inmunoglobulinas en potrillos FSC entre cuatro a seis meses de edad, momento
en que la literatura describe como el inicio de la produccion autéloga. La disponibilidad de
informacion que permita analizar las concentraciones de inmunoglobulinas en pacientes de
estas edades permitira evaluar en mejor detalle la respuesta inmune del equino frente a una
patologia, ya que los examenes complementarios de rutina son mas generales y muchas
veces puede enmascarar un problema relacionado al isotipo del anticuerpo. Cabe destacar
que dado el tamafio de muestra, estos resultados son aplicables s6lo a ejemplares de este
estudio, por lo cual resultaria interesante en un futuro seguir ampliando el estudio en
potrillos con un mayor tamafio de muestra y también evaluar un estudio en equinos adultos
de la misma raza de este trabajo, asi como desarrollarlo en otras razas disponibles en el

pais, para disponer de informacion basada en la realidad nacional.
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CONCLUSION

Las concentraciones de los isotipos de inmunoglobulinas (IgA, 1gG e IgM) fueron
determinadas en potrillos FSC de entre cuatro a seis meses de edad, cuyos valores fueron

distintos a los descritos previamente para otras razas y edades.

No se observaron diferencias estadisticas en la evaluacién segin sexo de los potrillos,

probablemente debido a que ain no alcanzan la pubertad.

La concentracion de IgE no pudo ser determinada en potrillos FSC entre cuatro a seis
meses de edad, posiblemente debido a que su sintesis comienza a partir de los seis meses de
edad.

Los valores de proteinas séricas totales no se correlacionaron con los valores de
inmunoglobulinas totales séricas, eventualmente debido a que se evaluaron so6lo potrillos

Sanos.

Se establecieron valores de referencia para los isotipos de inmunoglobulinas en potrillos
FSC de cuatro a seis meses de edad del haras Don Alberto, los que seran utilizados por el

Laboratorio de Quimica Clinica Especializada.
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ANEXO

Anexo 1. Diagramas de caja para las variables IgA, 1gG, IgM e inmunoglobulinas totales
(figuras A, B, C y D, respectivamente). Dentro de cada diagrama, la linea horizontal
representa la mediana, el punto representa la media, los limites de la caja representan a los

percentiles 25 y 75 y los limites superior e inferior representan los percentiles 5 y 95.
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