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Valuation of asymmetric IgG antibodies in serum and in
swine placental extracts

Abstract. The swine placenta is epitheliochorial and non-invasive. The immune system plays a role in
reproduction that is not yet fully understood. The objective was to determine the percentage of asymmetric IgG
antibodies in serum and porcine placental extracts in different gestational periods. The presence of asymmetric
IgG by differential ELISA was determined. Samples (n=45) from serum and maternal (HoPM) and fetal placental
extracts (HoPF) from non-pregnant and pregnant sows at 30 (n=17), 65-70 (n=9) y 95-114 (n=6) d of gestation
were processed. No significant differences were found in serum concentrations between non-pregnant and
pregnant sows (38+3 vs. 37+2; P<0.74), but significant differences appear between 30 and 95-114 d of gestation
(3243 vs. 4313, P<0.01). Only at 65-70 d of gestation (45+2) were found asymmetric antibodies in HoPM. High
values at constant concentrations in HoPF were found throughout pregnancy. In conclusion, it is postulated
that the presence of asymmetric IgG antibodies allows a successful porcine pregnancy.
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Resumen. La placenta porcina es epiteliocorial y no invasiva. El sistema inmune juega un papel durante la
gestacion que atin no se comprende. El objetivo del trabajo fue valorar el porcentaje de anticuerpos (Ac) IgG
asimétricos en extractos placentarios y suero porcino de diferentes periodos de gestaciéon. Se determiné la
presencia de Ac IgG asimétricos por ELISA diferencial. Fueron procesados 45 muestras de suero sanguineo,
extractos placentarios maternos (HoPM) y fetales (HoPF), de cerdas gestantes de 30 (n=17), 65-70 (n=9) y 95-
114 (n:=6) d de gestacion, asi como 13 tGteros de cerdas vacias (HoU). No se encontraron diferencias significa-
tivas en suero, entre cerdas vacias y cerdas gestantes en los porcentajes de Ac IgG asimétricos, (38+3 vs. 37%2,
P<0,74), aunque si aparecen diferencias significativas entre cerdas de 30 y 95 d de gestacion (32+3 vs 433,
P<0,01). Solamente a los 65-70 d de gestacion se encontré anticuerpos asimétricos (45+2) en HoPM. Se hallaron
valores altos de Ac IgG asimétricos en HoPF durante toda la prefiez, a los 30 d (52+5), alos 65-70 d (44+3) y a
los 95-114 d (47%4). En conclusioén, se postula que la presencia de Ac IgG asimétricos posibilita una prehez
exitosa en porcinos.

Palabras clave: Anticuerpos IgG asimétricos - cerdos - placenta.

Introduccion
La placenta porcina es epiteliocorial, difusa, hematopoyética de la médula 6sea y la expansion de
adecidua, plegada y no invasiva (Wooding y Burton, los ganglios linfaticos periféricos, que se producen
2008). La morfogénesis del sistema inmune abarca el entre los dias 60 y 90 de gestacion (Sinkora y Butler,
periodo fetal de la embriogénesis y comprende desde 2009).
el dia 32 al dia 114, se caracteriza por el crecimiento En la reproduccion, el sistema inmunolégico con
fetal, la formacion del sistema linfatico, la actividad sus mecanismos celulares y moleculares, juega un
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rol que atn no se comprende en su totalidad
(Barrientos et al., 2009). La IgG es el principal isotipo
en el cerdo, constituyendo entre el 80 al 85% de las
inmunoglobulinas en el suero y en el calostro porci-
no. En la década de 1970 se postulo, en distintas es-
pecies animales, que toda respuesta inmune cursa
con una poblaciéon de anticuerpos (Ac), del isotipo
IgG, que poseen un comportamiento inmunoquimico
y biolégico diferente, denominados Ac IgG
asimétricos (Margni y Binaghi, 1972). Estos Ac IgG
asimétricos no forman agregados con el antigeno y
como consecuencia no activan mecanismos biol6gi-
cos efectores como lisis por complemento, fagocitosis
y depuraciéon antigénica in vivo. No precipitan el
antigeno porque en solo una de las dos regiones de
unién al antigeno, en los fragmentos Fab, existe un
resto hidrocarbonado rico en manosa, que crea un
impedimento estérico y una marcada disminucion
de la afinidad al antigeno (Margni, 1989; Margni y
Malan Borel, 1998).

Segun Gentileet al. (1998), los Ac IgG asimétricos
se incrementan en suero y en extractos placentarios
durante la gestaciéon en humanos y murinos. Por su
parte, Margni y Malan Borel (1999), en murinos, plan-
tean que la placenta secreta moléculas o factores que
regulan la sintesis de estos Ac IgG asimétricos, sien-
do su funcién la proteccién fetal. Zencluseen et al.

(2001) detectaron que durante el segundo trimestre
de gestacion el porcentaje de Ac IgG asimétricos se
incrementa marcadamente. Por otro lado, Barrientos
et al. (2009) investigaron, en la mujer, la producciéon
de Ac IgG asimétricos como marcadores de fallos en
la gestacion temprana.

A pesar de los numerosos estudios realizados para
comprender los fenémenos involucrados que permi-
ten una gestaci(’)n exitosa, atin no se conocen los me-
canismos moleculares y celulares que participan.
Muiltiples antigenos tisulares que difieren entre el feto
y la madre son potencialmente aloantigenos de teji-
dos reconocibles por el sistema inmune materno (Ye
et al., 2008). Por esta razon, surge el interrogante de
por qué no se induce una respuesta por parte de las
células inmunes maternas hacia esos aloantigenos y
de como la madre se protege contra agentes
microbianos, sin desencadenar una respuesta inmu-
ne letal contra los tejidos fetales.

Pocos estudios investigan la respuesta inmune
humoral mediada por Ac durante la gestacion
porcina, por ello, el objetivo del presente trabajo fue
valorar el porcentaje de anticuerpos IgG asimétricos
en muestras de suero sanguineo y de extractos
placentarios porcinos en diferentes periodos de ges-
tacion a fin de comprender los mecanismos que posi-
bilitan una gestacion exitosa.

Materiales y Métodos

Animales: Se obtuvieron tractos reproductivos
(n=45) de cerdas mestizas en su segunda y tercera
gestacion, provenientes de la zona de General Pico,
La Pampa, Argentina (35° 62"y 63°45°de latitud sur y
longitud oeste, respectivamente), durante la faena en
un frigorifico regional, mediante un método de Siste-
ma de Aturdimiento Eléctrico. Ademads, se extrajo
sangre de cada cerda mediante flevopuncién de la
vena yugular antes del sacrificio. Inmediatamente
después de recolectados, los tractos reproductivos se
lavaron con solucién salina de Hank’s (SSH) conte-
niendo 10.000 U/mL de penicilina, 10 mg/mL de
estreptomicinay 2,5 ng/mL de fungizona y se guar-
daron a 4°C hasta su procesamiento en el laborato-
rio. Se recogieron muestras de endometrio y placenta,
porcion fetal y materna, para obtencién de extractos
placentarios porcinos maternos y fetales de 17 hem-
bras de £30d, 9de £65-70d, 6 de + 95-114 d y 13
ateros de cerdas vacias. Se determiné la edad
gestacional de los embriones/fetos segtin tabla con-
feccionada por Marrable (1971).

Obtencion de homogenatos placentarios mater-
nos (HoPM), fetales (HoPF) y de titero no gestante
(HoU): Mediante un mortero se homogeneiz6 una

parte de tejido placentario (o de titero vacio) con tres
partes de solucion fisiolégica, se centrifugé 2 veces a
(500g), durante 10 min cada vez. El sobrenadante se
reparti6 en alicuotas y se almacené a -20°C.
Determinacion de Ac IgG asimétricos: La detec-
cion de IgG simétricas y asimétricas se realiz6 en las
muestras de suero y de homogenatos placentarios
maternos, fetales y de ttero no gestante mediante
cromatografia de afinidad - Elisa de captura segtin
Margni (1989). Se utiliz6 la lectina concanavalina A
(Con A) con alta afinidad por oligosacaridos tipo
“high manose” presentes en el Fab de estos anticuerpos.
Brevemente, se sensibilizo la placa con Ac anti Fc de
IgG porcino elaborado en cabra (Bethyl, EEUU), a una
dilucién de 1:500. Las muestras por duplicado se di-
luyeron con buffer Con-A, diluido 1:200 y sin buffer
Con-A, se incubaron en cdAmara himeda. Posterior-
mente, se agrego el conjugado (Fc gama marcado con
peroxidasa, Bethyl), se incubd, se lavo y se agregé
ortofenildietilamina (OPD) hasta la aparicién del
color. Se ley6 la densidad o6ptica (DO) en
espectrofotometro a490 nm (BioTeK®Instruments, Inc.
USA). El porcentaje de Ac IgG asimétricos se calcul6
de la siguiente manera: % de Ac IgG asimétricos uni-
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dosaCon A =100- (AcIgGnofijadosalaCon A / Ac
IgG totales) x 100 (Leoni et al., 1986).

Analisis Estadistico: Se utilizé el ANOVA y una
prueba de comparaciones multiples mediante el test

de Tukey (P<0,05). Se utilizo6 el programa estadistico
InfoStat, versién 2011e y para el anélisis de los datos,
en todos los casos, el nivel de significaciéon que se
considero fue del 5% (Di Rienzoet al., 2011).

Resultados

Se comparo los porcentajes de Ac IgG asimétricos
en sueros sanguineos entre cerdas vacias (vac) y
gestantes (pre), hallandose concentraciones simila-
res (3843 vs. 37+2; F: 0,11 P< 0,74). Se hallaron dife-
rencias significativas solo entre las cerdas de 30 d
versus 95-114 d (3243 vs. 43+3, P<0,01). Las cerdas de
65-70 d (36+3) no presentaron diferencias con los res-
tantes grupos (Figura 1).

Solo se hallaron diferencias significativas en el
porcentaje de Ac IgG asimétricos en homogenatos de

placenta materna (HoPM) entre cerdas de 65-70 d vs.
los otros periodos gestacionales estudiados. No se
hall6é diferencias significativas entre cerdas vacias
(HoU) (20,50+6) vs. 30 d (27+2) (Figura 2).

No se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de Ac IgG asimétricos en homogenatos de
placenta fetal (HoPF) entre los distintos periodos
gestacionales estudiados (P<0,4153) 30 dias (52+5),
65-70 dias (44+3) y 95-114 dias (47+4) (Figura 3).

Discusion

Coincidimos con Chen et al. (2012) en que la
interaccién inmunolégica entre el feto y la madre es
una comunicacién especial que estaria regulada por
la presentacion de antigenos del feto, presentes en la
superficie del trofoblasto, y por el reconocimiento de
esos antigenos por parte del sistema inmune mater-
no. En trabajos anteriores, realizados en nuestro la-
boratorio, encontramos gran afinidad de la lectina
Con-A por el tejido placentario fetal y materno, sobre
todo en muestras de + 55 d de gestacion (Koncurat et

al., 2004; Sanchis et al., 2009). Recientemente, se de-
termino la presencia de Ac IgG en la interfase feto
materna porcina, por lo que continuamos con el estu-
dio del papel de estas moléculas y del tipo de res-
puesta del sistema inmune que se organiza durante
la prenez porcina (Garro et al., 2013).

No hemos encontrado bibliografia sobre el rol de
los Ac IgG durante la prehez porcina, pero si en otras
especies. Asi, si bien en suero no hallamos diferen-
cias significativas en el porcentaje de Ac IgG
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Figura 1. Porcentaje de Ac IgG asimétricos en muestras de suero en funciéon de los periodos gestacionales
estudiados (vacias, 30 d, 65-70 d, 95-114 d). Barras con diferentes letras denotan diferencias signifi-

cativas (Tukey, <0,05).
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Figura 2. Porcentaje de Ac IgG asimétricos en muestras de homogenatos de titeros vacios (HoU) y de homogenatos
placentarios maternos (HoPM) en funcién de los periodos gestacionales estudiados (30 d, 65-70 d, 95-
114 d). Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (Tukey, P<0,05).

asimétricos entre cerdas vacias y gestantes, silos en-
contramos entre los diferentes periodos de gestacion.
Solo a los 30 d de prefiez disminuyeron los Ac IgG
asimétricos en los sueros porcinos, mientras que al
final de la prefiez, aumentaron, al igual que sucede
enratas, cuyos valores en sangre aumentan en el se-

gundo tercio de la gestacion. (Gentile ef al., 1992).
También, en gestaciones humanas fue descripto un
aumento de la concentracion de los AcIgG asimétricos
en sangre en el segundo trimestre de la gestacion
(Malan Borel et al., 1991; Zenclussen et al., 2001). Es-
peculamos que, probablemente la disminucién sérica
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Figura 3. Porcentaje de Ac IgG asimétricos en muestras de homogenatos placentarios fetales (HoPF) en funciéon
de los periodos gestacionales (30 d, 65-70 d, 95-114 d). Barras con diferentes letras denotan diferen-

cias significativas (Tukey, P<0,05).
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detectada al inicio de la gestacion porcina se deba al
pasaje de dichos Ac IgG asimétricos a la interfase
feto materna, a fin de preservar el aloinjerto fetal; mien-
tras que el aumento de Ac IgG asimétricos séricos, al
final de la prefiez, reflejarfa un mecanismo de com-
pensacién, a fin de subsanar la caida brusca de la
concentracion de IgG en suero, que se produce cuan-
do la mayoria de las IgG se concentran en las glan-
dulas mamarias para formar el calostro (Wagstrom
et al., 2000).

Ademas, en concordancia con Malal Borel et al.
(1991) y Gentile et al. (1992), quienes determinaron
en eluidos de placenta de mujer y ratas aumento de
Ac IgG asimétricos, nosotros también los hallamos
en la placenta porcina en el segundo tercio de la ges-
tacion. Malal Borel et al. (1991) determinaron la pre-
sencia de Ac IgG fijados a las membranas celulares
de las células de la placenta murina a través de dos
mecanismos diferentes, uno a través del receptor Fc
presente en las células y el otro mecanismo conven-
cional fijandose a los antigenos paternos. El aumen-
to de Ac IgG asimétricos a los 65-70 d de prefiez en
los HoPM, coincide con el periodo en que la placenta
alcanza su meseta de crecimiento durante la prefiez
porcina (Wilsony Ford, 2001). Es el momento de gran
remodelacion celular de la estructura placentaria,

particularmente de las vellosidades que conforman
la interfase a través de mecanismos apoptéticos, para
sustentar el crecimiento de los fetos (Merkis et al.,
2010), por lo que pensamos que el aumento de Ac IgG
asimétricos detectado se deberia a la necesidad de
proteger con dichos Ac a las nuevas células de las
vellosidades expuestas en la interfase feto-materna,
a fin de proteger al feto del sistema inmunolégico
materno.

Con respecto a los resultados hallados en los
HoPF, llama la atencion el alto porcentaje de Ac IgG
asimétricos determinados en esos extractos en todos
los periodos gestacionales estudiados, dado que el
feto recién comienza a sintetizar sus primeros Ac a
partir de los 50 d de prenez (Rothkétter, 2009; Butler
et al., 2009). Por lo que pensamos que los Ac IgG
asimétricos deben haber sido producidos por la ma-
dre a fin de proteger al aloinjerto fetal del sistema
inmune materno como acontece en otras especies
(Blois et al., 2004).

En conclusion, se postula que la presencia de Ac
IgG asimétricos en suero y extractos placentarios
maternos y fetales forma parte de la regulacion de la
respuesta inmune materna durante la gestacion
porcina, permitiendo una prefiez exitosa.
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