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Introduccidn

Conceptos basicos de inmunologia



Introduccién
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Componentes de la inmunidad natural
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Inmunidad innata y patogenos

Virus  ,pclipc
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La mayor parte de los agentes infecciosos
Inducen una respuesta inflamatoria mediante la
activacion del sistema inmune innato

Bacteria trigger
macrophages to release
cytokines and chemokines

Vasodilation and increased
vascular permeability
cause redness, heat, and
swelling

Inflammatory cells migrate
intotissue, releasing
inflammatory mediators
that cause pain

)

Fig 1.12 © 2001 Garland Science




Inmunidad innata/adquirida

Classical Model

Revised Model
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Inmunidad adaptativa

 Los linfocitos se clasifican en linfocitos T y B.

« Linfocitos T. Asociados a la respuesta inmune celular y
a la regulacion de la respuesta inmune.

 Linfocitos B. Asociados a la respuesta inmune humoral
(produccion de anticuerpos).

Fig 1.5 © 2001 Garland Science



Inmunidad adaptativa

 Lascelulas T son los “asesinos armados” de la respuesta
Inmune adaptativa.

* Tipos de Linfocitos T

— CD8
e Celulas T citotoxicas (CTL).
 Su funcion es destruir las células diana (células infectadas y
tumorales).
- CD4
o Células T helper.
 Su funcion es producir ciertas citoquinas

e Thl — Las citoquinas mas relevantes son IFNy y IL-2.
» - Respuesta inmune celular.
* Th2 - Las citoquinas mas relevantes son IL-4 y IL-10.

» - Ayuda a los linfocitos B/Produccion de anticuerpos. Respuesta
inmune humoral.



Células T helper

e Thil
— Activa a macrofagos y células NK.

— “Ayuda” a algunas celulas B en la produccion de
anticuerpos: 1gG2 (activacion del complemento y
colaboracion en fagocitosis).

— “Ayuda” a células T Citotoxicas.
e Th2

— “Ayudan” mayoritariamente a células B en la
produccion de anticuerpos: 1gG1l e IgE

— Activan a mastocitos y eosinofilos.

« Thly Th2 se “inhiben” reciprocamente:
— Th2--- Gestacion en mamiferos/fumadores humanos.
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Una respuesta dominante de Th1l versus Th?2

modifica el resultado de la infeccion

Infection with Mycobacterium leprae can result in
different clinical forms of leprosy

There are two polar forms, tuberculoid and lepromatous leprosy,
but several intermediate forms also exist

Tuberculoid leprosy
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Organisms present at low to Organisms show florid growth
undetectable levels in macrophages
Low infectivity High infectivity
Granulomas and local inflammation. Disseminated infection. Bone,
Peripheral nerve damage cartilage, and diffuse nerve damage
Normal serum immunoglobulin levels Hypergammaglobulinemia
Normal T-cell responsiveness. Specific | | Low or absent T-cell responsiveness.
response to M. leprae antigens No response to M. leprae antigens

Fig 11.6 part 1 of 2 © 2001 Garland Science



Una respuesta dominante de Thl versus Th2

modifica el resultado de la infeccion

Infection with Mycobacterium leprae can result in
different clinical forms of leprosy

Cytokine patterns in leprosy lesions

Ty1 cytokines TH2 cytokines

Tuberculoid |Lepromatous Tuberculoid |Lepromatous
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Fig 11.6 part 2 of 2 © 2001 Garland Science



Diferentes clases de patogenos activan

diferentes poblaciones de linfocitos T

Cell-mediated immunity

Humoral immunity

. Vaccinia virus Mycobacterium tuberculosis Smgﬁfwuﬂau?;us
Typical Influenza virus Mycobacterium leprae Streptococcus pneumoniae
pathogens Rabies virus Leishmania donovani Polio virus

Listeria Pneumaocystis carinif Peumocystis carinii
Location Cytosol Macrophage vesicles Extracellular fluid
Ef";gﬁ““ Cytotoxic CD8 T cell Tu1 cell T2 cell
Antigen Peptide:MHC class | Peptide:MHC class I Peptide:MHC class I
recognition on infected cell on infected macrophage on antigen-specific B cell
Effector - . Activation of Activation of specific
action Killing of infected cell infected macrophages B cell to make antibody

Fig 8.1 © 2001 Garland Science




¢, ES posible “manipular” el sistema

INMmune?
Inmunomodulacion




Inmunomodulacion

Los inmunomoduladores son aquellas substancias que pueden modular
la respuesta inmune con el fin de mejorar el estado sanitario del animal
y conseguir una produccion animal mas eficiente.

Utilizacion de las substancias inmunomoduladoras en animales de produccion:

— Manejo de situaciones de stress cronico:
 Situacion muy frecuente en condiciones de cria intensiva.
» Esta situacion de stress cronico conlleva una situacion de inmunosupresion y una respuesta
inmune menos eficiente frente a las enfermedades.
— Mejorar la respuesta inmune durante la ontogenia:
e Larespuesta inmune es menos eficiente en animales jovenes que en adultos.
» Por cuestiones de manejo en animales de produccion, muchas medidas profilacticas (sobre
todo vacunas) se aplican durante la ontogenia.
— Influenciar el coste metabolico de la respuesta inmune:

 Elsistema inmune tiene prioridad frente a otros tejidos (salvo la funcion neural) en cuanto
al uso de nutrientes.

* Si se puede modular la respuesta inmune para disminuir la produccion de citoquinas
proinflamatorias catabolicas sin comprometer los mecanismos de defensa, se mejorara la
eficiencia de la produccion (teoria).



lnmunomoduladores

Citoquinas:
 Interferonyvy, a.
e IL1,IL2...
Productos farmacologicos:
» Levamisol.
» Tiabendazol.
Substancias derivadas de microorganismos:
» Bacterias inactivadas.
» Componentes de la pared bacteriana.
» Virus Inactivados (Parapoxvirus ovis)--- Baypamune
» Componentes de levaduras.
Nutraceuticos:
* Vitaminas.
* Aminoacidos.
» Oligoelementos.
* Inmunicin MAYMO.
e Oftros.
Plantas medicinales tradicionales:
» Extractos de Aloe vera.
» Extractos de Panax ginseng.

Productos registrados



Nutraceuticos

Cualquier substancia que forme parte de la dieta habitual de una especie y que
aporte beneficios para su salud tales como la prevencion y tratamiento de
determinadas enfermedades.

Es el grupo de inmunomoduladores que se esta desarrollando mas en la
actualidad.

Nutraceuticos:
e Vitaminas. } S6lo demostrado claramente
. en estados carenciales
» Oligoelementos.
e Aminoacidos.
« Acidos grasos.
* Isoflavonas de soja.
e Inmunicin MAYMO.



Complejo respiratorio porcino.

Modelo para la utilizacion de
Inmunomoduladores




Complejo respiratorio porcino

Todos los procesos patoldgicos que cursan con clinica respiratoria
(tos, disnea y estornudos). Estos cuadros pueden cursar coh una
mortalidad y morbilidad variable, pero siempre conllevan un retraso
en el crecimiento de los animales, un empeoramiento del indice de
conversion y la aparicién de animales requedados.

La patologia respiratoria es un problema econémico muy importante
para los productores de porcino en todo el mundo .

Es un ejemplo claro de enfermedad multifactorial:
- Susceptibilidad del animal--- Resistencia genética
- Ambiente.

- Agentes infecciosos:
Virus
Bacterias



MAP




Agentes infecciosos. Complejo

respiratorio porcino

* Pasteurella spp (*).

* Bordetella bronchiseptica (*)

* Actinobacillus pleuropneumoniae (*).
» Gripe porcina (*).

+ Enfermedad de Aujeszky (**).

* PRRS (***).

- Circovirus porcino tipo 2 (***).

- Mycoplasma hyopneumoniae (**).



Patogenesis de los principales

agentes implicados

PRRS:

- Célula diana: Macrofago alveolar y célula germinal.
- Inmunomodulacion.

Circovirus porcino tipo 2:

- Célula diana: Célula dendritica, célula endotelial.
Linfocito, Macrofago??

- Inmunomodulacion e inmunosupresion.
Mycoplasma hyopneumoniae:
- Célula diana: Células epiteliales del pulmoén.

- Mantiene niveles elevados de citoquinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a). Inflamacion
cronica.
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Planteamiento terapeutico (1)

Utilizacion de programas metafildcticos y/o terapéuticos basados
en la administracion de una o varias substancias antimicrobianas
administradas a través del pienso o del agua de bebida. Esta opcidn
se podria restringir significativamente en el futuro mediante
normas regulatorias nacionales (AEM) y/o europeas (EMEA).

Aplicacion de programas vacunales frente a los microorganismos que
podrian estar implicados. Esta opcion se pretende potenciar para
disminuir el uso de substancias antimicrobianas. El principal
inconveniente es que no se dispone de vacunas eficaces frente a
todos los microorganismos que podrian estar implicados.



Planteamiento terapeutico (I1)

Utilizacidn de razas, estirpes o lineas genéticas de animales que
sean mads resistentes frente a estas enfermedades. Es una linea de
investigacion con mucho futuro a largo plazo.

Inmunomodulacion. Modificacion u orientacion de la respuesta
inmune para que sea mds eficiente. Pensar en los agentes
infecciosos que estdn implicados y que son cuadros clinicos de larga
duracién (enfermedades cronicas):

- PRRS.

- Mpycoplasma Hyopneumoniae.
- Circovirus porcino tipo 2.

Combinacion de varias de las opciones "terapéuticas” que hemos
comentado anteriormente.



Uso de inmunomoduladores en el

complejo respiratorio porcino

— Citoquinas:
* Interferon y, o Nivel experimental
e IL1,IL2...
— Productos farmacologicos:
* Levamisol.
» Tiabendazol.
— Substancias derivadas de microorganismos:
» Bacterias inactivadas.
» Componentes de la pared bacteriana.
« Virus Inactivados (Parapoxvirus ovis)--- Baypamun@. > Resultados contradictorios
» Componentes de levaduras.
— Nutraceuticos: .
e Vitaminas.
* Aminoécidos.
* Oligoelementos.
e Inmunicin MAYMO (IM).
— Plantas medicinales tradicionales:
» Extractos de Aloe vera.
» Extractos de Panax ginseng.

Nivel experimental



Investigaciones realizadas con

Inmunicin MAY MO (IM).




Efecto de Inmunicin MAYMO

sobre el sistema inmune (1)

Efectos del principio activo de Inmunicin MAYMO (datos de
humana):
- Aumenta la actividad de células NK.--- INMUNIDAD INNATA.
- Disminuye la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-6).---
DISMINUYE EL PROCESO CAQUECTIZANTE.
- Aumenta la produccion de unas citoquinas:
- IL-2.
* IFN-y.
- Disminuye la produccién de otras citoquinas:
- IL-4.
- IL-6.

k - IL-10. j
Y

- Se modifica el balance Th1/Th2 hacia una mayor respuesta Thl. ES
DECIR, UNA MEJOR RESPUESTA DE INMUNIDAD CELULAR.




Efecto de Inmunicin MAYMO

sobre el sistema inmune (I1)

Efectos del principio activo de Inmunicin MAYMO:

- No se conoce el mecanismo preciso de accion.

- Se hipotetiza sobre la accién del principio activo sobre
los linfocitos. Esta informacion procede de medicina
humana.

- Se estdn llevando a cabo estudios para elucidar el
mecanismo preciso de accion a través de estudios
inmunoldgicos (estudios realizados por el CReSA).



Resultados del estudio de Inmunicin in vitro: viabilidad

celular

Cell/ml (x10E5)

Cell/ml (x10E5)

Estudios en PBMC (células mononucleares de sangre) de cerdo:

35 -+
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15 -
10 -

35 -
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10 -1

Bsis in powder in PBMC, 20Jul07

Ctr

Bsis |

Bsis Il

Bsis in EtOHin PBMC, 20Jul07

Et OH-100

Bsis 1-100

Bsis 1I-100

Ctr: control
Bsis I: lote |
Bsis Il: lote Il

EtOH: vehiculo (etanol)

* Inmunicin aumenta la
supervivencia de células
mononucleadas de sangre en
cultivo, tanto disuelto en etanol
como en polvo.
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Resultados del estudio de Inmunicin MAY MO In vitro:

Estudios en BMDC (células dendriticas derivadas de cedula 0sea) de cerdo:

Inmunicin MAYMO induce agregados de BMDC en cultivo, lo que indicaria una activacion celular.
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Resultados del estudio de inmucin MAY MO In vitro:

Estudios en BMDC (células dendriticas derivadas de cédula 6sea) de cerdo:

DR SLA I SWC1

460 A 360 -
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i T .60 4
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* Inmunicin MAYMO altera la expresion de moléeculas de superficie en la
membrana celular tan importantes en la respuesta inmune como MHC IlI.
» La agregacion celular puede ser debida al aumento de expresion de MHC Il



Resultados del estudio de Inmunicin In vitro:

Estudios en BMDC (células dendriticas derivadas de cédula 6sea) de cerdo:
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 Inmunicin induce IFNalpha (111) en células dendriticas con un efecto dosis

respuesta.
* No se induce IL-10 (Th2)



Conclusiones

Inmunicin aumenta la viabilidad celular en células
mononucleadas en cultivo.

Inmunicin activa las células dendriticas:

— produciendo su agregacion

— aumentando los niveles de MHC Il en superficie
— secretando IFNalpha.

Inmunicin probablemente activa el sistema inmune mediante
la activacion, al menos, de las células dendriticas.




Estudios “in vivo” con el virus PRRS




Patogenesis PRRS

» Retraso en la aparicion de la inmunidad
celular (primera fase de infeccion):

— Disminucion en la produccion de I1L-2.
— Disminucion de la produccion de interferon o.
— Incremento en la produccion de 1L-10.

 Lenta aparicion de anticuerpos
neutralizantes.



Secuencia temporal de fenomenos tras la

Infeccion por PRRSV

ARN y antigeno de PRRSV localizados
determinadas células (pulmén)
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Estudios “In vivo”

Vacuna Viva PRRS Grupos experimentales:
A —NP/NV
‘ B - NP/V
C -P/NV
D -PIV
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Analisis de efecto del Inmunicin sobre la

respuesta vacunal de PRRSV

Grupos experimentales (6 animales/grupo):

A

B - NP/NV

C
D

— NP/NV

Se cuantifico:

- PINV
-PIV / \

Respuesta inmune innata:

(dias 0,1y 2)

Proliferacion inespecifica
(citoquinas)

*Subpoblaciones linfocitarias en
suero (FACS)

 Nivel de citoquinas
(IFNo/IL10/IL12) en suero

Respuesta iInmune adaptativa:

e Titulo viral

* I[FNy por ELISA

» Anticuerpos anti-PRRSV por ELISA
« Anticuerpos seroneutralizantes de
PRRSV por ELISA



Respuesta Innata: Proliferacion inespecifica (citoquinas)
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Inmunidad innata y patogenos

&= SCW3+/CD4+

Virus  ,pclipc



http://arjournals.annualreviews.org/na101/home/literatum/publisher/ar/journals/production/immunol/2005/23/1/annurev.immunol.23.021704.115633/images/large/iy230275.f4.jpeg

Analisis de efecto del Inmunicin sobre la

respuesta vacunal de PRRSV

Respuesta Innata: Subpoblaciones linfocitarias en suero (FACS)

SCW3+/CD4* cells in blood, C90-6 0 Day0
ODayl
W Day?2
25 -
1% 20 <
B
() 15'
=
2 10+
o
S 5l
o.mﬂwﬂm
D D D D D" D D DD D D@D
& ETEEE S S
oF oF N o8 8 N QY QT QR QR
AN A AN N S P N Y~
» & & & & AP N O &y
&@ <\\\° (‘\\6\ (‘\\6\ (\\6\ .\@'Z’ \6\% \(({b '\6\% .\&'Zr &Q} 6\?}
V‘?‘?‘?‘?‘?S\VS\VS\VS\VS\VS\\?S\\

SCW3+/CD4* cells in blood, C90-6 0 Day0
O Day1l
m Day?2
25 -
) 20 {
(]
o
[J) 15 4
=
2 10 1
o
X 5
0 4
D D D D D D
o oS S Q\éA & éz\&éz\&g&g\&g&éz\&
C T § § _F T of oV g% o8 g8 o8
P U NS S N AN Y R
NN RN RN BN RN AN N NN N N
AN N N AN AN AN (o3 (e o (X 2 (e
T EEEELFLFLFTIST TS &S
\?‘\VQ‘?S\?S\‘?S\‘?Q ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ©




Inmunidad adquirida

e Titulo viral

* IFNy por ELISA

» Anticuerpos anti-PRRSV por ELISA

 Anticuerpos seroneutralizantes de PRRSV por ELISA

NO HAY DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
ENTRE LOS GRUPOS
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Fruto cientifico

« 1 comunicacion cientifica en el V congreso de “Emerging
and reemerging swine diseases, 2007, Cracovia, Polonia.

e Dos comunicaciones cientificas en el IPVS 2008 de
Durban, South Africa.

1 articulo cientifico en la revista Vet. Inmmunology and
Immunopathology. Fraile et al 2009. Enviado para su
publicacion.



EXxperiencia practica

(Fraile et al, 2009. Journal of Swine health and production (January).
Aceptado para publicacion)




Informacion practica disponible

Se ha utilizado ampliamente en dos grandes empresas de
produccion porcina. En estas dos empresas se han
monitorizado los resultados obtenidos en tres sistemas
productivos diferentes:

- Empresa 1: Se ha puesto IM desde la semana 5 a la 13 de vida
de los animales. En esta se comparan los resultados por SPC con
la situacién anterior.

- Empresa 2 (sistema 1): Se ha puesto IM desde la semana 9 a la
17 de vida de los animales. En ésta se comparan los resultados
por SPC con la situacidn anterior.,

- Empresa 2 (sistema 2): Se ha puesto IM desde la semana 9 a la
17 de vida de los animales. En esta se comparan grupos tratados
y ho tratados.



* Empresa de produccion porcina de 7000
madres.

 Diagnostico confirmado de PRDC por
PRRS y PCV2.

« Cada mes produce 12.000 cerdos.
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Empresa 2 (sistema 2)

* Empresa de produccion porcina de 2135
madres.

 Diagnostico confirmado de PRDC por
PRRS.

e Cada mes produce 3600 cerdos.

o Se comparan datos de 28.200 cerdos sin
tratar versus 13.000 tratados.



Resultados para la Empresa 2 (sistema 2)

Mortality and zootechnical parameters observed in Company 2 (system 2) for
control and treated batches

Control Treated (with P value

Parameter immunomodulat (ANOVA)
or)

Average daily 601,6 (43,60) 664,7 (29,8) 0,02
gain
(gr/day)
FCR 2,549 (0,11) 2,488 (0,067) 0,325
Mortality 7,52 (1,78) 4,58 (0,50) 0,0089
(%)

FCR means feed conversion ratio
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