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Resumen.

BRAVO BLAS ANTONIO ALBERTO. IL2 E IFN?. DETERMINACION DE SU
EXPRESION MEDIANTE LA TECNICA DE RT-PCR EN POLLOS ESTIMULADOS
CON FACTOR DE TRANSFERENCIA ESPECIFICO PARA INFLUENZA AVIAR
(BAJO LA DIRECCION DE: DRA. LAURA COBOS MARIN Y MPA. FRIDA

SALMERON SOSA).

Se redlizd un estudio preeliminar para determinar la expresion de dos citocinas. IL2 e
IFN?. Este estudio se hizo en € Laboratorio de Virologia del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de laFMVZ, UNAM. El experimento se llevé a cabo con 52
pollos sanos que se dividieron en cuatro grupos. Se inocularon con tres diferentes dosis de
FTAey untestigo (0.1, 1, 10 dosis y SSF). Posteriormente se les extrgjo el bazo en cuatro
diferentes tiempos (0, 4, 7 y 10 dias). A todas las muestras se les hizo RT-PCR para
comprobar la presencia o ausencia del RNAm de ambas citocinas. El objetivo de este
trabgjo fue demostrar que el FTAe es capaz de meorar la respuesta inmune celular
mediante la induccion de la produccién de IL2 e IFN?. Los resultados demuestran que €
FTAe indujo la expresion de IL2 en el grupo de pollos que recibié 1 dosis (P<0.05). Los
diferentes tiempos a los que se obtuvieron las muestras no tuvieron correlacion con la
expresion del ARNm de las muestras, ni fueron significativos. Conclusién: 1 dosis de
FTAe indujo la expresion de IL2 sin importar € tiempo de toma de muestras. Se
recomienda la utilizacion de 1 dosis de FTAe para estudios futuros relacionados con este

tema



I ntroduccion

Durante los ultimos afios se han presentado varios brotes de influenza aviar (1A) en
diferentes paises alrededor del mundo®™ % ® %, Lainfluenza aviar es una enfermedad de alta
importancia econémica para la industria avicola, que puede manifestarse clinicamente ya
sea afectando € tracto respiratorio, reproductivo o urinario, en el caso de las cepas de baja
patogenicidad, o en caso de las cepas altamente patdgenas, provocando un cuadro

sistémico’ y mortal.

En México la enfermedad se encuentra regulada por la Campafia Nacional contra la
Influenza Aviar (NOM-044-Z00-1995) y actualmente solo esta presente el virus de bagja
patogenicidad H5N2® . Para mantener el control de la enfermedad en nuestro pais, se
emplean vacunas inactivadas y una vacuna recombinante de viruela aviar que contiene el
gen H5 del virus de influenza. Estas medidas, si bien reducen el cuadro clinico en caso de
brote, no evitan la diseminacion del virus, lo que genera una mayor probabilidad de que
éste circule entre las parvadas y mute a sus formas de alta patogenicidad™. Debido a esto
es recomendable € desarrollo de inmunomodul adores eficientes, eficaces y de facil acceso
para la industria avicola nacional, que permitan mejorar la respuesta a la infeccion y

disminuyan la diseminacién del virus.

En general larespuestainmune es el resultado de interacciones entre el antigeno, células B,
células T y células presentadoras del antigeno®. En los tltimos 20 afios ha quedado claro

gue laregulacion de la respuestainmune celular y otras funciones inmunes dependen de un



pequefio nUmero de citocinas, una de €llas es la interleucina 2 (IL2), cuyo nombre fue

adoptado a partir de 1979°.

Schauenstein y Kromer® han resumido los primeros trabagjos referentes a las citocinas
aviares, que de manera general, no difieren de las citocinas de mamiferos. IL2 tiene la
funcién de aumentar la proliferacion de linfocitos T citotoxicos (LTC) para eliminar

células infectadas™ por virus, asi como mejorar la eficacia de los agentes inmunizantes'.

Ademés de la IL2 y su papel en la respuesta inmune celular, es bien sabido que €
interferon g (IFNg) puede inducir resistenciaalas infecciones viralesy ser importante para

la activacion de macréfagosy células NK.

cQuéesinfluenza Aviar?

La influenza aviar (IA) es una enfermedad viral que es causada por e virus
influenza tipo A, miembro de la familia Orthomyxoviridae. Este virus ha sido asociado a
enfermedad grave en aves, asi como en humanos y algunos mamiferos como cerdos,
caballos, focas o ballenas. Infecciones en aves confinadas y domésticas han sido asociadas
con una variedad de sindromes que van desde enfermedades subclinicas y leves del tracto
respiratorio hasta pérdida de la produccion de huevo y enfermedad aguda, generalizada y

fatal'.



Laclasificacion vira entipos A, B o C se determina con base en |os antigenos en su matriz
0 su nucleocapside, que son comunes en todos los virus del mismo tipo. Influenzatipo A,
como miembro de lafamilia Orthomyxoviridae es un virus envuelto de tamafio medio (60-
120 nm), con RNA de cadena sencillay de sentido negativo™. Su genoma est4 compuesto
por 8 segmentos de genes que codifican para 10 proteinas. La superficie viral tiene dos
diferentes proyecciones de glicoproteinas: trimeros con forma de barras, que corresponden
a la hemoaglutinina (H) y tetrameros con forma de hongo correspondientes a la
neuraminidasa (N)** *°. Actualmente se conocen 16 subtipos de H (de H1 aH16)*° y 9 de
N (de N1 a N9)*. Para hacer una clasificacion con base en laH y N, los virus se dividen
en subtipos de acuerdo con la naturaleza antigénica de sus glicoproteinas. Para clasificar
por completo un virus de influenza se incluye € tipo (A, B o C), €l huésped de origen (a
excepcion de los humanos), origen geografico, nimero de la cepa (si lo hay) y afio de
aislamiento, seguido de la descripcion antigénica de su H y N entre paréntesis'’. Por
giemplo, un virus tipo A aislado a partir de pollos en € estado de Querétaro en 1995 y

clasificado como H5N2, se denomina A/Ck/Qro/14588-19/95 (H5N2).

Un componente responsable de la patogenicidad de este virus es H, que media la
adherencia de los virus con los sitios receptores de la superficie de la célulaainfectar y la
subsecuente fusion de la envoltura viral con la membrana celular para permitir la entrada
de la nucleocdpside al interior de la célula, en los estados iniciaes de la infeccion.
Antigénicamente, es también la proteina mas importante para inducir la respuesta inmune

humoral y con ellos proteccion por seroneutralizacion.



La composicién gquimica de un virién de IA es. 70% proteinas, 20% lipidos, 5-8%
carbohidratos y 0.8-1.0% RNA®. Las glicoproteinas y los glicolipidos contienen a los
carbohidratos (galactosa, manosa, fucosa, y glucosaming)’®, excepto a la ribosa que forma
parte del RNA. La envoltura contiene a los lipidos (la mayoria fosfolipidos), ya que son

derivados de la célula huésped.

Disaminacion.

Esta ocurre, a través de las diminutas gotas de los aerosoles provenientes del tacto
respiratorio 0 a través de las heces, ya sea de manera directa, en €l agua o aimento

contaminados.

Signos y métodos diagndsticos

Los signos clinicos de A estan influenciados por factores como: la cepa viral involucrada,
la especie, edad y condicién inmunoldgica del huésped hacia €l virus, e nivel de estrés e
intensidad del mangjo, asi como el exceso de amoniaco o0 polvo, en caso de aves de
produccién. En las infecciones con virus atamente patdgenos los signos que estan
asociados son: cese en la ovoposicion, lagrimeo excesivo, sinusitis, edema de la cabeza 'y
cara, Cianosis cutanea, diarrea y ocasionalmente signos nerviosos; ademas de la posible

muerte slbita.



Los métodos diagndsticos utilizados en México para la deteccion de la presencia del virus
de IA son: la inhibicion de la hemoaglutinacién, y € aisamiento viral. Estas pruebas se

encuentran detalladamente descritas en la Norma Oficial Mexicana correspondiente®.

Per spectiva actual en la vacunacion

Después de |a bioseguridad, la vacunacién es la mejor opcién de control del virus de IAZ.
En México, desde 1995 se usa una vacuna de virus inactivado en emulsion que se elabora a
partir de la cepa oficial que distribuye PRONABIVE y desde principios de 2006 se aprobd
el uso de una vacuna recombinante que expresa antigenos de H5N2 en virus de viruela
aviar. Aparentemente, e antigeno H es e més importante inmunol gicamente™, pero se
han presentado algunos problemas en € control de la circulacion del virus ya que por
tratarse de una vacuna de virus inactivado, aunque se disminuye |la presencia de los signos
de enfermedad no se previene la infeccién ni se elimina la diseminacion del virus® y por
otro lado, desde el desarrollo de la vacuna en 1994, existen reportes que indican que laH
de las cepas circulantes en México han sufrido varios cambios antigénicos que podrian

sugerir que la cepa vacunal no genera la misma proteccioén que antes™.

En e caso de la vacuna recombinante, existen estudios en los que se demostré que ésta
reduce los signos clinicos y disminuye la eliminacion del virus por cloaca y tracto

respiratorio®, aunque no protege totalmente de lainfeccion®.



I mpacto econémico de | A

Desde su aparicion hasta la fecha, € virus de |A ha causado grandes pérdidas econdmicas

en diferentes paises alrededor del mundo. A continuacioén se presentan algunos g emplos.

En Pennsylvania en 1983/84 més de 17 millones de aves murieron o fueron sacrificadas

por la aparicion de 448 brotes de A, causando pérdidas de USD $ 146 millones®.

En Italia, entre diciembre de 1999 y abril de 2000 ocurrieron 413 brotes, con la
consecuente pérdida de alrededor de 13 millones de aves', que signific6 USD $100

millones de pérdidas directas.

Lamayoria de estos casos sucedieron por fallas en la bioseguridad, prevencion, control y/o

lenta erradicacion de la enfermedad.

Factor detransferencia (FT)

Un inmunomodulador poco conocido pero que se ha usado desde hace poco mas de 50
afios, es e factor de transferencia®™ ?°. El FT es un conjunto de moléculas, productos
dializables® de bajo peso molecular (producidos en muy pequefia cantidad)?®capaces de
estimular la inmunidad celular; éstos son extraidos de las células inmunocompetentes
(linfocitos) de donadores previamente inmunizados para ser inoculados a receptores no

inmunes™ ®.El FT es obtenido por medio del lisado de los linfocitos del donador y



posteriormente pasado a través de una membrana de didlisis de un tamafio molecular
menor a 12 Kda. La eficacia del FT ha sido comprobada en humanos en diferentes

enfermedades como: cancer, Herpes virus®® %

, sindrome Wiskott-Aldrich®, asi como en
ensayos experimentales tuberculosis®, glioma®™ y VIH®*; en medicina veterinaria se ha
empleado en e tratamiento de enfermedades bacterianas® y se ha propuesto su uso como

inmunomodul ador tanto en cerdos® como en aves™ ¢,

Reaccién a los antigenos

Ademés de la inmunidad innata con la que nacen las aves, existe la inmunidad
adquirida que se requiere para establecer mecanismos especificos para que no solo se
eliminen los agentes patdgenos sino que también se proteja en caso de un huevo encuentro
con e mismo patdégeno™. Las células B y T tienen la capacidad de reconocer
caracteristicas moleculares de los diferentes antigenos y se sintetizan en los diferentes
organos inmunocompetentes de los individuos y cadatipo de células se divide en subtipos,
con diferentes funciones especificas. En este trabgjo se describe a IL2 e IFN ?, que son
citocinas secretadas por los linfocitos y que a su vez se encuentran en su mayoria en €

bazo delas aves.

Bazo

El bazo es un 6rgano inmunocompetente secundario y como tal, es persistente durante toda

la vida de cualquier individuo, reacciona a estimulos antigénicos y su desarrollo es menor



en los animales libres de gérmenes. En general, estos 6rganos son ricos en macréfagos,
células dendriticas y en linfocitos T y B, que fungen como mediadores de las reacciones

inmunes™.

De manera macroscopica en las aves se observa a bazo como un érgano de forma esférica,
de unos 2 cm de didmetro en las aves adultas, de color marrédn rojizo y situado en el plano
medio a lado del proventriculo y contacta con el higado craneoventralmente™ (llustracion

1).

Las funciones del bazo en general son filtrar la sangre, reteniendo células envejecidas, asi
como particulas antigénicas; durante el desarrollo fetal participa en la eritropoyesis. De
esta manera, se divide en pulpa roja, encargada de captacion antigénica, eritropoyesis 'y

almacenamiento de eritrocitos, y en pulpa blanca, enfocada a las inmunorreacciones.

[lustracién 1. Localizacion anatdmica del bazo (flecha).
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Estructuras: pulpa blancay pulparoja

El bazo esta rodeado por una cdpsula de tejido conectivo denso de colédgeno ademas de
escasa musculatura lisa. Desde la capsula se extienden numerosas trabéculas de tejido
conectivo denso hacia €l interior del parénquima, a que confieren rigidezy que asi divide
en gran cantidad de secciones comunicadas entre si. En la superficie media se encuentra el
hilio, donde la capsula esta muy engrosada; a través del hilio penetran a 6rgano nervios,

vias linfaticas y vasos sanguineos™.

Cada arteriola se ve rodeada por una vaina linfoide periarteriolar, éstas son e componente
principal de la pulpa blanca. La arteriola abandona esta vaina y se ramifica en arteriolas
que poseen una pared caracteristicamente engrosada, y crean una estructura llamada
elipsoide. Estas arteriolas desembocan en senos venosos que a su vez drenan en las venas
esplénicas. La vaina linfoide periarteriolar estd formada en su mayoria por linfocitos T, y

de manera més dispersa, por foliculos primarios (cuya mayoria son linfocitos B)*.

Cuando se presenta un estimulo antigénico, los foliculos primarios desarrollan centros

germinales y una capa de linfocitos T forma un manto que rodea a cada foliculo™,

Linfocitos

Los linfocitos son las Unicas células capaces de reconocer y distinguir

especificamente diferentes determinantes antigénicos y por tanto, son responsables de dos
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caracteristicas importantes de la respuesta inmune adquirida: especificidad y memoria™.
Esta respuesta inmune adquirida, a su vez puede ser humoral (a cargo de los linfocitos B)
o celular (linfocitos T), pero este apartado se enfocara exclusivamente a la respuesta

inmune celular.

De manera normal, los linfocitos son células redondeadas que se encuentran en érganos
linfoides como timo, bazo, y en menor proporcién, en la sangre circulante®™. Su tamafio
varia entre 7-15 nm de didmetro. Poseen un nucleo grande y redondo, tienen un borde
delgado de citoplasma con algunas mitocondrias, ribosomas libresy un pequefio aparato de

Golgi.

La manera en la que se pueden identificar los diferentes tipos de linfocitos es con base en
su inmunofenotipo por medio del reconocimiento de sus proteinas de superficie. Las
estructuras mas importantes en la superficie de los linfocitos son sus receptores de
antigeno, denominados receptores de linfocitos T (TCR) y receptores de linfocitos B

(BCR).

Se aplica la designacion de CD3 a complejo de proteinas del TCR que actian como
transductores de sefidles. Su funcién es llevar una sefial desde el receptor hasta la célula
cuando el TCR se une a agin antigeno. Por tanto, todos los linfocitos T tienen CD3%.
CD4 solo existe en los linfocitos T que reconocen al antigeno procesado por via exdgena,
es decir, los linfocitos T cooperadores (LTh). Esta molécula actia como un receptor de

linfocitos T para moléculas MHC clase 1. Por otro lado, solo existe CD8 en los linfocitos
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|45

T citotoxicos; e CD8 es un receptor para moléculas MHC clase ™ y es necesario para

reconocer antigenos procesados por via endégena.

Linfocitos T citotoxicos (LTc)

Este tipo de células son especificas de la respuesta inmune celular y se encargan de
eliminar células blanco, tales como las que han sido infectadas por virus o células
neoplésicas que han atraido antigenos enddgenos™. El primer paso para la activacion de
los LTc involucra la union de los receptores de las células T (TCR) a un complggo MHC
clase |-antigeno-péptido y la unién del CD8 a una region conservada de la molécula MHC
clase |. Una vez que ha ocurrido la interaccion entre el CD8 de la célula T y la célula
blanco, son necesarias las sefides de las células Thl, como IL2 o IFN ?. Posteriormente los
LTc proliferan y se diferencian ya sea en células efectoras o en células de memoria. Los
mecanismos efectores involucran la union del LTc ala célula blanco, reaccién mediada en
parte por launion del TCR y CD8 alos ligandos de la célula, entre otros mecanismos. Una
vez que estén unidos, los granulos dentro del linfocito Tc (con productos citoliticos como
perforinas, granzimas y citolisinas) se mueven hacia €l area de contacto Tc-célula blanco y

el contenido de los granul os se libera por exocitosis™.

Linfocitos T cooperadores (LTh)

Las LTh se activan mediante el reconocimiento de un antigeno del MHC clase Il en una

célula presentadora de antigenos. Después de la activacion, la LTh empieza a dividirse y
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da origen a gran nimero de céulas efectoras, con la misma especificidad antigénica. Estas
células Th secretan varias citocinas, que juegan un papel central en la activacion de células
B, LTcy otras células que participan en la respuesta inmune. Los cambios en el patrén de
citocinas producidas por las células Th pueden modular €l tipo de respuesta inmune que se
desarrolla entre los demas leucocitos. La respuesta Thl produce un perfil de citocinas que
promueve la inflamacion y principamente activa a las células T y a los macréfagos: en
cambio, la respuesta Th2 activa principamente a las células B y la respuesta inmune

dependiente de anticuerpos.

Citocinas

Las citocinas son proteinas o glicoproteinas reguladoras de aproximadamente 30
K da secretadas principalmente por los linfocitos y otras células del cuerpo, como respuesta
a estimul os antigéni cos. Estas proteinas asisten en laregulacion de laintensidad y duracion
de la respuesta inmune ya sea estimulando o inhibiendo la activacion, proliferacion y/o
diferenciacion de varias células y regulando la secrecion de anticuerpos o incluso otras
citocinas. La actividad de las citocinas se reconocio por primera vez en la década de 1960,
cuando en los sobrenandantes derivados de cultivos in vitro de linfocitos se encontraron
factores que podian regular la proliferacion, diferenciacion y maduracion de células del

sistema inmune.

El término citocina incluye a aguellas secretadas por los linfocitos, antes |lamadas

linfocinas, y aquellas otras citocinas secretadas por los monocitos y macrofagos, antes
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[lamadas monocinas. Aungue estos términos alin se utilizan, han caido en desuso ya que la
secrecion de estas citocinas no esta limitada a las células que su nombre indica. Por esta

razon, su nombre actual es el mas aceptado.

L as citocinas secretadas por linfocitos activados por antigenos (aunque sean pocos) pueden
influenciar la actividad de numerosas células involucradas con la respuesta inmune. Por
giemplo, las citocinas producidas por células Th activadas pueden inducir la activacion de
células B, células Tc, células NK, macréfagos, granulocitos y células pluripotenciales,

etc®.

Interleucina 2 (IL 2)

Esta citocina se encuentra en los esplenocitos y en menor proporcién, en sangre
periférica’’. Pertenece a la familia estructural hematopoyetina y sus receptores son de
citocinas clase I. Como dato general, IL 2 recibe su nombre porgue indica que son

secretadas por algunos leucocitos y su accion es sobre otros leucocitos.

En buen porcentaje, IL 2 es similar entre mamiferos (como equinos y bovinos) y aves® %,
tanto en estructura como en funciones. Pero a decir verdad, es poco lo que se sabe de IL 2
aviar. Existen estudios en los que se ha clonado esta citocina y se han descrito sus

receptores’®,
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Entre las funciones de esta citocina estan el tener un papel importante para la proliferacion
de LTc™ *, diferenciacion de linfocitos B en células plasméticas™ asi como células NK*®
y para la clonacion de linfocitos especificos de antigeno®’. Otra propiedad digna de ser
destacada es la de funcionar como adyuvante en la vacunacion®® 3. Debido a estas
funciones tan variadas se reconoce a IL 2 como una molécula inmunorreguladora

importante™ tanto en aves como en mamiferos.

Interferon gamma (IFN ?)

Es bien sabido que esta citocina también forma parte del perfil Thly que es una de lamas
importantes en la respuesta inmune celular y el control de los agentes infecciosos™ *°. Por
su estructura, pertenece a la familia de interferdn y posee receptores de citocinas clase I1.
IFN ? activa a los macréfagos, estimulando su accién microbicida, regula de manera
positiva e nivel del MHC clase Il y secreta citocinas como 1L12, la cua induce a las
células Th a diferenciarse en Thl (creando retroalimentacion positiva). IFN ? es una
citocina que media lainflamacion y su secrecion se relaciona con fendmenos inflamatorios
tales como la hipersensibilidad tardia. Junto con IL 2, IFN ? promueve la diferenciacion a
células T completamente citotéxicas*; este patrén de produccién de citocinas hace a
subtipo Thl apropiado para responder a infecciones virales asi como a patégenos
intracelulares. IFN ? desempefia un papel importante en la activacion de los macrofagos y
la modulacion del sistema inmune, ademéas de su actividad antiviral. Finamente, IFN ?

inhibe la expansion de la poblacion de Th2.
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PCRy RT-PCR

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) utiliza
como su nombre lo indica, a la enzima polimerasa como principal ayuda ya que ésta, de
manera natural se encarga de la catalizacion y reparacion del DNA y RNA®'. La adecuada
replicacion de toda materia viviente depende de su actividad™, y en el laboratorio se ha
logrado manipular esta actividad. Kary Mullis (creador de esta técnica) se dio cuenta que

controlando esta enzima, cualquier DNA blanco podria ser amplificado exponencialmente

(ilustracién 2).

Ciclo—copias
1—2
2—4
3—8
4—16
5—32
6—64
7—128
8—256
9—512
10—1,024
11—2,048
12—4,096
13—8,192
14—16,384
15—32,768
16—65,536
17—131,072
18—262,144
19—524,288
20—1,048,576
21—2,097,152
22—4,194,304
23—8,388,608
24—16,777,216
25—33,554,432
26—67,108,864
27—134,217,728
28—268,435,456
29—536,870,912
30—1,073,741,824

[lustracion 2. Ejemplo de amplificacion exponencial.
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Koshland y Levy Guyer describen ala PCR de la siguiente manera:

El material inicial parala PCR, la“ secuencia blanco” , es un gen o segmento de DNA. En
cuestion de horas, esta secuencia blanco puede ser amplificada millones de veces. Las
cadenas complementarias de una molécula de DNA de doble cadena son separadas por
calor. Dos pequefias piezas de DNA sintético, cada uno complementando una secuencia
especifica a cada extremo de la secuencia blanco, sirven como iniciadores. Cada iniciador
se fija a su secuencia complementaria. Las polimerasas inician en cada iniciador y copian
la secuencia de esa cadena. Dentro de poco tiempo, réplicas exactas de la secuencia
blanco han sido producidas. En ciclos subsecuentes, tanto las moléculas de DNA copia
como las originales son separadas,; los iniciadores se fijan otra vez a las secuencia
complementarias y la polimerasa las replica. Al final de muchos ciclos, € conjunto esta
altamente enriquecido con las pequefias piezas de DNA que tienen las secuencias blanco,
y entonces esta informacion genética amplificada esta disponible para analisis

posteriores™.

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa es la técnica mas sensible
para la deteccion del mensajero de RNA (RNAmM), incluso en muestras muy pequefias®™. La
particularidad de este PCR radica en que utiliza la enzima transcriptasa inversa (RT en
inglés) para poder formar un DNA copia (DNAC) que servird como templete en la

amplificacién del PCR.



18

Electroforesis

En la Biologia moderna, es frecuente que las investigaciones se enfoguen con gran
detalle en moléculas particulares, las cuales, de manera igual mente frecuente se encuentran
en especimenes complgjos y en bgjas concentraciones. La deteccion y especiamente la
medicion de éstas, requiere de métodos gque sean altamente especificos 0 que sean capaces
de separar materiales con € fin de revelar todo aquello que sea de nuestro interés.

De maneraideal, se necesitan técnicas que puedan ser realizadas utilizando muestras muy
pequefias, que puedan separar simultdneamente grandes nimeros de componentes, que
induzcan el minimo cambio en las propiedades quimicas y bioldgicas, que tengan aguna
clase de marca visible y que ademas proporcionen una medida cuantitativajError!

M ar cador no definido..

De manera general, se puede definir a la electroforesis como la separacion de moléculas
basada en su migracién en un campo electromagnético. La primera descripcion de este
fendmeno fue dada por Ferdinand Frederik Reuss en 1809, para que en 1937, Arnie
Tiselius desarrollara un aparato parala pruebay en la década de 1960, Hjertén describié la

electroforesis zonal como la que se utiliza hasta estos dias®.

La mayoria de los factores que afectan las separaciones electroforéticas estan asociados
con la muestra por si misma, el campo eléctrico y €l medio en € cua se lleva acabo la
prueba. Ademas, es crucia entender aquellas caracteristicas de las moléculas que afectan €l
rango y la direccion de su movimiento en un campo eléctrico. Ciertas diferencias en su

estructura asi como agunas propiedades (como presencia y distribucion de éareas
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hidrofbicas, tamafio y forma de la molécula, entre otras) se pueden utilizar como base de

Su separacion.
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Objetivo

Determinar la expresion del RNAm de IL2 e IFNg en bazos de aves tratadas con

tresdosis del FTAe mediante latécnicade RT-PCR.

Justificacion

La importancia de este trabajo radica en que se evauara s e Factor de
Transferencia especifico para Influenza Aviar (FTAe€) induce una mejor respuesta inmune
celular en aves a determinar laexpresion de IL2 e IFN?, y de ser asi, podria recomendarse
su empleo como un inmunomodulador de eleccion que mejore la respuesta a la

vacunacion.

Hipotesis

El FTAe aplicado en aves aumentara la expresiéon del RNAm para produccion de

citocinas IL2 e IFN-g S es capaz de modular la respuesta inmune, entonces se podra

detectar su expresion.
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Material y métodos.

Obtencion del FTAe:

El FTAe se obtuvo a partir de los bazos de 10 pollos inoculados con virus inactivado de
IA. Cada pollo de 7 dias de edad recibié cuatro inmunizaciones por vias. SC, IM e
intradérmica a los dias 0, 7, 13 y 16. Después de haber obtenido los bazos, se maceraron
con una malla de aluminio con 30 mL de SSF. El macerado se sometio a 10 ciclos de
congelacion-descongelacion y se dializé en tubos Amicon® ultra con corte de 10 Kda por
centrifugacion a 5000 gravedades. El dializado se esterilizo con filtracion en membrana de

0.22 micrasy se alicuotd en tubosde 1 mL

Tratamiento con FTAe:

La poblacion consté de 52 pollos machos clinicamente sanos de diez dias de edad, de la
linea Ross, vacunados contra la enfermedad de Marek, alimentados con alimento
comercia” y agua potable ad libitum y mantenidos bajo |as siguientes condiciones medio-

ambientales;

A partir del dia de edad se alojaron dentro de criadoras de 90 x 41 x 65 cm, en donde se
control6 la temperatura a 32° C al inicio del experimento y disminuyé a razén de 2° C

cada 5 dias hasta que alcanzaron los 20 dias de edad.®

" Alimentos La Hacienda.
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Las criadoras se ubican en el animalario de la FMVZ UNAM que tiene una temperatura
ambiental de 18.5°C +1, humedad relativa 45.5%, ventilacion continua, por medio de 2
extractores, con un ciclo de iluminacion 12 h: 12 h (L:O) por medio de 2 |amparas de luz

blanca de 38 watts cada una.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos CoOmo se muestra a

continuaci on:

o

Grupo 1: 13 pollos inoculados con 0.1U de FTAe por via subcutanea.

o

Grupo 2: 13 pollos inoculados con 1.0U de FTAe por via subcutanea.

o

Grupo 3: 13 pollos inoculados con 10U de FTAe por via subcutanea.

Grupo 4: 13 pollos inocul ados con 0.5mL de placebo (SSF) por via subcutanea.

o

Obtencion de bazo.

El método de sacrificio fue por dislocacion cervical de acuerdo con las especificaciones del
manual de manejo de animales de laboratorio® y con la Norma Oficia Mexicana

pertinente.®*

Al inicio del experimento (dia cero) se tom6 € bazo de un animal de cada grupo.

Posteriormente a los 4, 7 y 10 dias se obtuvo el bazo de cuatro animales por grupo, se



22

maceraron, se almacenaron en viales de 1.5 mL con 500 pL de Trizol®' y se congelaron a

-40°C hasta su utilizacion.

Obtencion de RNA y RT-PCR

Se realizd la extraccion de RNA de cada una de las muestras obtenidas, siguiendo €
protocolo que marca el laboratorio que produce Trizol®. EI RNA total se transcribid a
DNA copia (DNAc) usando un transcriptasa inversa MMLV-RT* y un oligo dT mediante

el siguiente protocolo:

La muestra de RNA se centrifugd a 14,000g/20min, se retiré € sobrenadante y €
sedimento fue resuspendido en 500nL de etanol a 80% en agua DEPC (dietil
pirocarbonato), posteriormente se centifugd 6000 rpm/5min, se retird todo el etanol. La
§

“pastilla’ de RNA se secO atemperatura ambiente dentro de una campana de flujo laminar

durante 5 minutos.

Posteriormente el RNA se resuspendié en 13l de agua DEPC, se le adicionaron 2L de
oligo dT, y seincubo en bafio maria a 45°C/5min. A continuacion se coloco en hieloy sele

adicionaron 15nL de la mezcla de reaccion (MR) y se rediz6 e RT-PCR en un

" Marcaregistradade Molecular Research Center, Inc.
¥ Invitrogen Life Technologies. Cat. No. 15596026
8 Labconco Purifier Class |1 Biosafety Cabinet.
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termociclador " ; terminada la reaccién se afiaden 20nL de agua DEPC quedando un

volumen final de 50 pL por muestra. La muestra se congel6 a -20° C hasta su utilizacion.

Ejemplo 1. Expresion de 3-actina en 3 muestras de pollos inoculados con 1
dosisde FTAe. Carrilesdeizquierda a derecha: Marcador de peso
molecular, control positivo, muestras 1, 2, 3y control negativo.

Determinacioén de la expresion de citocinas.

Se utilizaron 25 nl del DNAc en una reaccion de PCR para detectar e RNAmM de
b- actina’’, utilizando la siguiente mezcla de reaccién: Agua DEPC, solucién
amortiguadora 10x, MgCl ,, 05 mM; dNTP's 200 puM; iniciadores, 0.2 UM cada uno; Taqg
polimerasa 5 U.

Con estos iniciadores;

F: CCCTGA AGT ACCCCA TTGAACACG

R: CCT CGG GGC ACCTGA ACCTCT

" PTC-100. MJ Research, Inc. U. S. A.
" Con termociclador Techne
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Y estas condiciones;

30 ciclos a94° C/45 s paraladisociacion, 60° C/45 s paralaasociacion, 72° C/90 s
paralaextension.

Y unaextension final a72° C/7 minutos.

Se realizo la técnica de electroforesis® zonal ™ a 90 volts durante 80 minutos un gel de
agarosa a 2%, se tifid con bromuro de etidio a 0.01% y se visualizo en un digitalizador de

imagenes®*(gjemplo 1).

En los casos positivos al RNAm de [3-actina se procedio ala determinacion de IL-2 e IFNg
utilizando los iniciadores correspondientes. Las condiciones establecidas parala PCR para

IFNg fueron:

Un ciclo a94° C/2 minutos.
30 ciclos a 94° C/45 s para disociacion; 53° C/45s para asociacion y 72° C/90 s
para extension.

Unaextension final a72° C/7 minutos.

Lamezcla de reaccion utilizd: Agua DEPC, 15.2 uL; solucion amortiguadora 10x, 2.5 ni;
MgCl, 2 mM; dNTP's 200mM; iniciadores 0.2 mM, cada uno; y tag-polimerasa 1l U.

Y 5L de DNAc de cada muestra

# Cémara de electroforesis y fuente de poder. Amersham Biosciences Corp. U. S. A.
%8 Gel Logic 200 Imaging System
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Los iniciadores fueron’:

F: GTG AAG AAG GTG AAA GAT ATCATG GA

R:GCT TTGCGC TGGATT CTCA

Producto esperado: 702 pb (gjemplo 2).

Ejemplo 2. Expresion de IFN? en 4 muestrastratadas con 1 dosisde FTAe.
Carrilesdeizquierda a derecha: marcador de peso molecular, control
positivo, muestras 1, 2, 3, 4, y control negativo.

Y las condiciones establecidas parala PCR paralL-2 fueron:

Uncicloa92° C durante 75 s.
30 ciclos a 92° C durante 45 segundos para disociacién; 50° C durante 60 segundos

para asociacion; 72° C durante 60 segundos para extension.
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Y unaextension final a72° C durante 7 minutos.

Lamezcla de reaccion utilizo: Aguainyectable, 13.55 L ; solucion amortiguadora 10x, 2.5

uL; MgCl,, 2.5 mM; dNTP's 200uM; iniciadores 0.8 UM cada uno; gelatina molecular,

0.01%; y tag-polimerasal U.

Y 2.5 pL de cada DNAcc de cada muestra.

Con losiniciadores®:

F:AGT GTT ACCTGG GAGAAGT

R: TTA CCGACA AAGTGA GAATC

Producto esperado: 469 pb (gjemplo 3).

'll.!.
Ejemplo 3. Expresion de | L2 en muestras tratadas con SSF (placebo).
Carrilesdeizquierda a derecha: marcador de peso molecular, control
positivo, control negativo, muestrasl, 2, 3y 4.
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La presencia de las bandas analizadas se determind utilizando un analizador de
imégenes . La expresion del RNAm se midié como: positiva o negativa de acuerdo a su

observacion.

Andlisisderesultados.

Para el andlisis estadistico se realizo la prueba de Ji-cuadrada (de homogeneidad) y

para observar e comportamiento del RNAm en e tiempo se utilizé la correlaciéon de

Spearman®’. Las pruebas tanto para IL 2 como para |FN? se realizaron por separado.

" Kodak Imaging Software VV.4.0.2
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Resultados

Al andlizar la variable L2, se observé diferencia significativa (P<0.05) en los
tratamientos. Como se puede observar en el cuadro 1, en € tratamiento 1 (0.1 dosis) €
75% de los animales fue negativo y e 25% fue positivo; en € tratamiento 2 (1 dosis), €l
41.67% fue negativo, mientras que el 58.33% fue positivo (mejor tratamiento). En el
tratamiento 3 (10 dosis), e 100% resultd negativo. En el tratamiento 4 (placebo SSF), se
observaron los mismos resultados que en el tratamiento 1, es decir, 75% negativos y 25%

positivos (cuadro 1).
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Cuadro 1. Proporcion de expresion de Interleucina 2 (1L 2) por
tratamiento (%).
TRATAMIENTO NEGATIVOAIL2 POSITIVOAIL2
(%) (%)
1 (0.1 DOSIS) 75 25
(9/12) (3/12)
2 (1DOSIS) 41.67 58.33
(5/12) (7/12)
3(10DOSIS) 100 0
(12/12) (0/12)
4 (PLACEBO SSF) 75 25
(9/12) (3/12)

Con respecto a IFN? la prueba de homogeneidad no detectd diferencia significativa
(P>0.05), por lo que todos los tratamientos son homogéneos con respecto a la distribucién

de positivos y negativos para IFN? (cuadro 2).

Cuadro 2. Proporcion de expresion de Interferén ? (IFN?) por
tratamiento. (%)

TRATAMIENTO NEGATIVO A POSITIVO A IFN?

IFN? (%) (%)
1(0.1DOSIS) (5/12) (7/12)
41.67 58.33
2 (1DOSIS) (8/12) (4/12)
66.67 33.33
3 (10 DOSIS) (3/12) (9/12)
25 75
4 (PLACEBO SSF) (4/12) (8/12)

33.33 66.67
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No se observo correlacion significativa (P>0.05) entre IFN? y tiempo, IFN? y tratamiento,

elL2y tiempo.

Discusion

Este es un estudio preeliminar en €l que se busco qué dosis de FTAe modificaba en
mayor grado le expresion de 2 citocinas importantes en la respuestainmune celular, ya que
la literatura actual no hay datos que establezcan la dosis que deba usarse especificamente
para aves. Ademas se pretendié establecer una base para que en trabajos posteriores se

puedan delimitar |as variables involucradas.

Simon et al®® establecieron e equivalente a 1 dosis como € extracto obtenido a partir de
1.2-9.6X10° células/mL en perros. Williams, et al®emplearon 5X 108 célulasymL como una
dosis en ratones, mientras que en humano se reporta una dosis como &l producto obtenido a
partir de 500 mL de sangre periférica (aproximadamente 5X10° células); en este trabajo se
decidi6 establecer un equivalente basado en € trabgjo de Fabre® en donde se emplean
bazos de ratén y la dosis con mayor efecto es equivalente a 1X10°. Asi, en esta tesis se
estableci6 como una dosis € producto obtenido a partir de 4X10° células;
interesantemente, esta dosis fue la que resultd dar un mayor efecto, 1o que indica que la
cuenta celular podria ser empleada para calcular la dosis de FT aviar; en este sentido se
considera que para aplicaciones futuras seria mas practico establecer la dosis con base la
concentracion peptidica. Empleando € micrométodo de acido bisinconinico (BCA), se

establecié que € producto equivalente una dosis de FTA contiene 7.3 pug/mL de péptidos.



30

Se observo que los animales con los diferentes tratamientos solo expresaron € mensajero
para IL2; como se observa en cuadro 1, €l 58.33% de los animales tratados con una dosis
de FTA y e 25% de los animales sin tratamiento expresaron IL2; el hecho de que algunos
testigos negativos expresaran esta citocina pudo deberse, a que los pollos no estuvieron
totalmente aislados y se sabe que lainduccidn de IL2 se puede dar por diversos estimulos
antigénicos. Al hacer el andlisis estadistico se establece que aln cuando tres testigos
negativos expresan IL2, la cantidad expresada por los animales tratados FTA, es lo
suficientemente grande como para establecer que una dosis de FTA induce una mayor
expresion de IL2, con respecto a los testigos, con una probabilidad de error minima

(p<0.05).

Un resultado inesperado fue que a emplear 10 dosis de FTAe e 100% de los animales no
expresaron IL2. Se podria pensar que estos animales expresaron el mensajero en un tiempo
mas corto con respecto a los tratados con una dosis; se sabe que la produccion de IL2 es
transitoria, de manera que al hacer el muestreo de los bazos esta citocina podria haberse
degjado de expresar; para demostrar esto, se tendria que hacer un ensayo con muestreos

postratamiento mas cortos (antes de los 4 dias).

Al hacer el andlisis con los datos obtenidos para €l IFN?, no se obtuvieron diferencias
significativas entre grupos, este resultado fue contrario a lo esperado, ya que en estudios

previ 0334, 38, 70

se expresd el mensgjero para IFN?, habria que evduar si realmente no se
indujo su expresion o si en este trabajo no pudo ser detectado, ya sea porque se expreso en
niveles muy baos o durante un periodo de tiempo que no fue evaluado. También es

probable que en este estudio no se modulara la expresion de IFNg, debido a que los
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animales fueron inoculados con FTA, pero sin e estimulo antigénico (IA); en un estudio
realizado en e laboratorio’™ en el que se evalud la respuesta inmune en aves tratadas con
FTA y una vacuna contra IA, se encontré que a diferencia de los animales sin vacunar,
aquellos que recibieron 1 dosis de FTA junto con la vacuna indujeron e 100% de
expresion de IFN?. Aungue estos resultados no forman parte de esta tesis, refuerzan la
idea de redlizar estudios posteriores aplicando una dosis de FTAe junto con la vacuna

comercial.

No se observé correlacion significativa (P>0.05) entre el tiempo y la expresién de IL2 e
IFN?, lo que se puede atribuir a que en este estudio se utilizaron lapsos de tiempo largos (3
y 4 dias) " en la toma de muestra, a diferencia de otros autores que han utilizado periodos
de 24 horas™. Debido a que no se encontraron diferencias entre tiempos, en estudios
posteriores se buscara la expresion de estas citocinas, paratratar de determinar una cinética
de su expresion en intervalos més cortos de tiempo entre e dia 0” y o dia 47

postratamiento.

La via de administracion elegida fue SC ya que es la misma que se utiliza con la vacuna
comercial. La prospectiva de este proyecto es que en el futuro e FTAe sea aplicado junto
con la vacuna contrainfluenzay de esta manera no aumentar el manejo de los animales. El
estudio de laviabilidad de la vacuna con algun tipo de adyuvante puede dar opcién a otras
investigaciones. Kirkpatrick et al”®, han evaluado la respuesta a la administracién por via
oral con resultados favorables. Esto puede ser de mucha utilidad para modelos

experimental es futuros.
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Se puede concluir que si bien los resultados de este experimento no son suficientes para
establecer el papel del FT en lainduccion de citocinas, si nos pueden servir de base para
establecer que 1 dosis FTAe muestra una tendencia a modular la expresion del ARNm de
las citocinas estudiadas. Con base en esto se establece como prospectiva que deberan
hacerse un mayor nimero de experimentos con un tamafio de muestra mayor para poder
determinar €l papel del FT en la vacunacion contra IA empleando 1 dosis del mismo y
finalmente habria que probar su papel ante un desafio con e virus de campo, lo que en

dltimainstanciale otorgaria validez a su posible aplicacion en granjas comerciales.
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Conclusion

Se puede concluir que la inoculacién de los pollos con 1 dosis FTAe indujo una mayor
expresion del ARNm para IL2, sin que el tiempo transcurrido desde la inoculaciéon haya

influido de manera estadistica en el resultado.

Se considera que e aporte de este trabajo es el establecimiento de 1 dosis de FTAe como

base para trabajos futuros en pollos de engorda.
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