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ABREVIATURAS

ADN= Acido desoxirribonucleico

ADNCc= Acido desoxirribonucleico complementario
B —actina= Beta actina
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CMSP= Cultivos de células mononucleares de sangre periférica
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CAP= Células Presentadoras de antigeno
dNTP’s= nucleotidos

DLE= Extracto dializable leucocitario
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FT= Factor de Transferencia

FTA= Factor de Transferencia Aviar

G= gravedades

g= gramo

i.d.= introdermorreaccion

IL= Interleucina

IFNy= Interferon gama

lono= lonomicina

KDa= Kilodaltones
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L:O= luz:obscuridad

LT= Linfocitos T

LTc= Linfocitos T citotoxicos

LTh*= Linfocitos T helper (cooperadores)
MEM= Medio Esencial Minimo

MgCl,= Cloruro de magnesio

MGF= Factor de crecimiento melomonocitico
MHC= Moléculas de histocompatibilidad

ml= mililitro

min= minutos

Mm= mili molares

M-MLV RT= Moloney- Murine Leucemia virus Transcriptase Reversa
MTT= 3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5diphenyltetra-zolium bromide
NaCl= Cloruro de sodio

NK= natural killer (células asesinas naturales)
pb= pares de bases

PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa
R= Retrasar

PHA= Fitohemaglutinina

PMA= Acetato-formol-miristato

RI= Respuesta Inmune

RIC= Respuesta Inmune Celular

RNA= Acido ribonucleico
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RNAmM= Acido ribonucleico mensajero

RPMI= Medio Roswell Park Memorial Institute
RT-PCR= Transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa
TCR= Receptor T

TGF-pB= Factor transformantes del crecimiento-beta
TLR= Toll Like Receptor

TNF= Factor de necrosis tumoral

Tx= Tratamiento

UFAW= Universities Federation for Animal Welfare
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RESUMEN

URIBE LOPEZ STEPHANIE. Induccion de la expresiéon de citocinas por el
Factor de Transferencia Aviar en células mononucleares de sangre periférica
en gallinas domésticas. (Bajo la direccion de: Dra. Cobos Marin Lauray M. en
C. Navarro Hernandez Jaime Alonso)

El objetivo fue valorar el empleo del Factor de Transferencia Aviar (FTA) como
un inmunoestimulante; para ello se determind la expresion de 2 citocinas que
promueven la respuesta inmune celular: Interferén gama (IFNy) e Interleucina 2
(IL 2). La primera parte consistio en la estandarizacion del cultivo de células
mononucleares de sangre periférica de gallinas domésticas (CMSP), los
mitégenos a utilizar, horas de extraccion del RNA mensajero (RNAm) y las
condiciones idéneas para la técnica de RT-PCR para ambas citocinas; la
segunda parte fue la valoracion in vitro de diferentes dosis de FTA, utilizando
CMSP cultivados en placas de 24 pozos a una concentracién de 3 x 10° células
en 1 ml de medio AIMV, se utilizd6 PMA con lonomicina (0.025 pg/1 pug) como
mitdgeno y las siguientes concentraciones de FTA: 7.3 ug, 0.73 ug y 0.073 pg;
a los cultivos se les extrajo el RNAmM a las 3h, 6h y 9h. Se realiz6 la técnica de
RT-PCR para determinar la expresion de IL 2 e IFNy; los resultados del ensayo
in vitro fueron evaluados con un analisis de varianza, encontrandose que la
maxima expresion de IFNy ocurrié en las concentraciones de 7.3 ug y 0.73 ug
de FTA alas 3y las 6 h respecto a las 9 h (F=14.748; P=0.0014). La expresion
de IL 2 no fue significativamente distinta entre las concentraciones 7.3 ug, 0.73

ug y 0.073 pg en ninglin momento de observacion (F=0.5387; P=0.7086).

Palabras clave: Factor de Transferencia, Interleucina 2, Interferon gama.



INTRODUCCION

Inmunidad

El sistema inmune esta formado por una compleja red de células y
moléculas capaces de detectar y eliminar eficientemente, microorganismos
extrafios y células propias que hayan sufrido alguna alteracion. Este sistema
puede estudiarse en dos grandes rubros: la respuesta inmune innata o

inespecifica y la respuesta inmune adquirida o especifica.

La respuesta inmune innata, desde el punto de vista evolutivo es la mas
antigua y algunos de sus elementos pueden encontrarse en todos los
organismos multicelulares. Esta es la primera linea de defensa del organismo y
consta de barreras mecanicas (como piel y mucosas), barreras quimicas
(como: lisozima, defensinas, complemento, proteinas de fase aguda, citocinas
y quimiocinas) y barreras celulares, formadas por neutréfilos (heteroéfilos en
aves), macrofagos y células asesinas naturales o NK (natural killer). (Tizard I,

2000) (Abbas AK, 2004)

La respuesta inmune adquirida aparecio hace unos 400 millones de afios y se
encuentra Unicamente en vertebrados: peces, anfibios, reptiles, aves y
mamiferos. Tiene cuatro caracteristicas: la primera es ser inducible, ya que
necesita la presencia de un agente extrafio (antigeno) para generar una
respuesta; la segunda es ser especifica, un individuo inmunizado con un

antigeno especifico, presenta inmunidad exclusivamente hacia dicho antigeno



al reconocer estructuras muy particulares de éste, llamados epitopos; la tercera
caracteristica es la memoria a un antigeno ya conocido, debido a que la
segunda exposicion ocasionara una respuesta mas rapida y vigorosa; por
altimo, la respuesta inmune adquirida puede ser transferible de un sujeto
inmune a otro sujeto que no es inmune, ya sea por medio de un suero que
contenga anticuerpos, por linfocitos T sensibilizados o por extractos celulares

como el Factor de Transferencia. (Zavaleta LA, 2002).

La respuesta inmune adquirida tiene dos mecanismos llamados: Inmunidad
humoral e inmunidad celular y ambas trabajan para responder ante los
antigenos. Dentro de los componentes que la forman estan los linfocitos B, T
helper o cooperadores (Th), y linfocitos citotoxicos (LTc), citocinas y

anticuerpos, asi como los 6rganos linfoides primarios y secundarios.

Los 6rganos linfoides primarios: médula 6sea, timo y bolsa de Fabricio (en
aves) se encargan de producir o madurar a los linfocitos, mientras que los
secundarios: bazo, tejido linfoide asociado a mucosas y ganglios linfaticos (en
mamiferos) son los que almacenan a los linfocitos para iniciar una respuesta
ante un antigeno. Tanto los linfocitos T como los B proceden de un precursor
comun existente en la médula 6sea. Los linfocitos pre-B en aves migran a la
bolsa de Fabricio (localizada dorsalmente a la cloaca), donde se maduran en
linfocitos B; por su parte los precursores de los linfocitos T maduran en el Timo,
localizado a lo largo y a ambos lados del cuello del ave, después migran a los
organos linfoides secundarios como el bazo, tonsilas cecales y la glandula

Harderiana (membrana parpadeante paraocular) (Pastoret PP, 1998).



Los linfocitos T reconocen el antigeno mediante el receptor T (TCR), cuando
éste es degradado y procesado en el interior de las células presentadoras de
antigeno (CPA) y su determinantes antigénicos son expuestos en la superficie
por una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Las MHC
son glucoproteinas presentes en las membranas celulares, éstas pueden ser
de dos tipos: clase | y clase Il; las clase | se encuentran en todas las células
nucleadas, mientras que las clase Il estan exclusivamente en las CPA. Estas
moléculas tienen la funcién de presentar el antigeno a los linfocitos T, asi como
participar en el proceso de maduracion de los linfocitos en el timo. Los linfocitos
B reconocen a los antigenos en su forma nativa, es decir sin necesidad de que

sean procesados. (Tizard I, 2000)

Los linfocitos Th CD4" se activan cuando, a través de su receptor, reconocen
determinantes antigénicos de los microorganismos, procesados por via
exdgena y acoplados a moléculas de histocompatibilidad clase Il (MHC 1l) en la
membrana de la célula presentadora de antigeno. La funcién de los linfocitos
Th es la secrecion de diversas proteinas denominadas genéricamente
citocinas, que median y regulan las reacciones inmunitarias e inflamatorias. (Erf

GF, 2004).

Los LTh pueden dividirse en dos tipos con base en las citocinas que producen
y, por consiguiente, segun las principales funciones que promueven. El LTh 1
genera Interleucina 2, Factor de necrosis tumoral-g (TNF-B) e Interferény las

cuales se desarrollan preferentemente con la presencia de patdgenos



intracelulares; activan macréfagos y son responsables de la inmunidad celular

mediada por células. (Abbas AK, 2004)

El LTh 2 produce Interleucina 4, Interleucina 5 e Interleucina 10, las cuales son
responsables de una respuesta mediada por anticuerpos e inhiben muchas de
las funciones del macréfago; este tipo de respuesta predomina durante la
presencia de patdégenos extracelulares y alergenos. Ambas subpoblaciones
secretan factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-
CSF). Estas son so6lo algunas de las muchas citocinas producidas por las

células del sistema inmunitario. (Abbas AK, 2004)

La inmunidad humoral se caracteriza por la produccion de anticuerpos o
inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B, con la cooperacion de los LTh2;
esta respuesta es efectiva contra patdégenos extracelulares y sus productos, ya
que la inmunoglobulina puede unirse a sus estructuras y controlar la infeccién a
través de diversos mecanismos, como la neutralizacién, la opsonizacion, la
activacion del complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
o favoreciendo la liberacién de histamina en la células cebadas, segun el tipo
de inmunoglobulina que esté participando. Estas inmunoglobulinas se clasifican

como IgM, IgG (IgY en aves), IgA (Sharmas MJ, 1991) e IgE (en mamiferos).

La respuesta inmune celular (RIC) tiene una funcion importante contra la
aparicion y desarrollo de células tumorales, microorganismos como los virus,

ciertas bacterias y algunos pardsitos que sobreviven dentro de las células; la



RIC puede ocasionar la lisis de las células infectadas o la destruccion

intracelular del microorganismo.

La RIC esta mediada principalmente por linfocitos T citotoxicos (LTc) y
linfocitos (LTh1). Los linfocitos Tc CD8" se activan cuando reconocen epitopos
procesados por via endégena, acoplados a las moléculas de
histocompatibilidad tipo | (MHC I) en la membrana de células blanco; las cuales
son generalmente células infectadas por microorganismos (virus) o células
malignas (Rojas EO, 2001) y su mecanismo de accion es destruirlas mediante

apoptosis.

Citocinas

Las citocinas son moléculas activas, liberadas por células especificas que
despiertan una respuesta particular de otras células sobre las que actian. Las
citocinas tienen efectos mdultiples por si mismas que varian entre diferentes
células blanco. También hay interacciones complejas entre diversas citocinas
que dependen de las moléculas actuantes y el estado de diferenciacion de las

células que responden. (Tizard I, 2000)

Las principales funciones de las citocinas son: activacion, proliferacion y
diferenciacion de linfocitos, hematopoyesis y la movilizacion de leucocitos hacia
los sitios de infeccion o lesion tisular en la inflamacion. En las aves suceden

estas funciones aun cuando los mecanismos por los que se realizan no estan



claros. Se han utilizado diferentes citocinas de aves como estimulantes de una
respuesta inflamatoria en pollos jévenes, teniendo como resultado una
resistencia a infecciones por algunos géneros de microorganismos

intracelulares (Kogut et al, 1996).

En el caso de las citocinas aviares, la identificacion se ha basado
principalmente en la deteccion de actividades biolégicas y funcionales,
empleando ensayos in vitro y en la comparacion de éstas con sus equivalentes
en mamiferos (Lillehoj L, 1991; Lillehoj L, 2001). En las aves han sido
caracterizadas a nivel molecular las siguientes citocinas: Interferén tipo |
(Seckeilick MJ, 1994) y Il (IFNy) (Kaiser P, 1998), Factor de crecimiento
mielomonocitico (MGF) (Sterneck E ,1992), Factor transformante del
crecimiento- B (TGF-B) (Jakowlew SB, 1992), Interleucina I- B (IL1- B ) (Weining
KC, 1998), Interleucina 2 (IL 2) (Kaiser P, 1992), Interleucina 4 (IL 4) (Avery S,
2004), Interleucina-6 (IL 6), Interleucina 8 (IL 8) (Barker KA, 1993), Interleucina
10 (IL 10) (Rothwell L, 2004), Interleucina 12 (IL 12) (Dagen WB, 2002),
Interleucina 15 (Lillehoj L, 2001) e Interleucina 18 ( IL 18) (Kaiser P, 2003;

Gobel TW, 2003).

El IFNy en condiciones naturales es sintetizado y segregado como respuesta a
una infeccién viral, bacteriana o parasitaria, siendo de gran importancia en
infecciones con virus ARN de doble cadena. El peso de esta glucoproteina se
encuentra entre 15 y 35 KDa (Gandhi et al, 1970), tiene funcion

inmunorreguladora, activa macrofagos e incrementa su capacidad para



producir metabolitos reactivos intermediarios del oxigeno (Ovington et al,

1995).

Otra citocina importante en la respuesta celular es la IL 2; ésta tiene como
funcion la expansion clonal de los linfocitos T tras el reconocimiento antigénico;
también interviene en la proliferacion de células NK vy linfocitos B. La
produccion de IL 2 es transitoria con una secrecion maxima alrededor de 8-12
horas después de la activacion, tiene un peso aproximado de 14-17 KDa en

mamiferos y en aves de 15.5 KDa ( Abbas AK 2004; Sharmas MJ, 1991).

Factor de Transferencia

En 1942 Landstainer y Chase citaron por primera vez la transferencia de la
respuesta inmune celular (RIC) por parte de un donador inmune a uno no
inmune, utilizando para ello células de exudado peritoneal de cobayos
sensibilizados a tuberculina o cloruro de picrilo, dando como resultado que las
células de los animales sensibilizados eran transferidas a los receptores no
sensibilizados y estos adquirian la capacidad de expresar la RIC de los

donadores (Landstainer K & Chase 1942).

En 1949 Lawrence demostré que la RIC era transferible en humanos al utilizar
linfocitos viables intactos de un individuo normal con una intradermorreaccion
(i.d.) positiva a la tuberculina e inyectarlos a un individuo con una i.d. negativa a

la tuberculina, provocando que este Ultimo presentara una respuesta i.d.



positiva al mismo antigeno (Lawrence HS, 1949). En 1955 Lawrence y col.
demostraron que la hipersensibilidad cutanea tardia podia ser transferida
utilizando extractos solubles de leucocitos provenientes de 20 ml de sangre
total; al componente activo de estos extractos celulares se le llamo “factor de

transferencia” (FT).

En 1955 se dio a conocer que el FT podia pasar a través de una membrana de
dialisis con un corte molecular menor a 20 KDa sin perder su capacidad
biol6gica, esto eliminaba la posibilidad de que el efecto fuese causado por
anticuerpos (Lawrence HS, 1955). Lawrence crey0 que estos dializados
contenian solo una especie molecular, hoy se sabe que en realidad son un
conjunto de moléculas llamadas extractos dializables leucocitarios o0 DLE
(Dialyzable Leukocyte Extracts). Los DLEs son labiles al calor, pero muy
estables al frio y pueden almacenarse por varios afios a temperaturas entre -
20°C y -70°C (Estrada-Parra S, 1983). En 1983 Wilson y Fudenberg
demostraron que el FT producia dos efectos: uno antigeno dependiente y otro
antigeno independiente, proponiendo que este Ultimo era inespecifico y
mediado por componentes como: prostaglandinas, nicotinamida, acido
ascorbico, histamina, serotonina, factores de diferenciacion de linfocitos
(timosina), quimioatrayentes para monocitos y factores inmovilizadores de

neutréfilos (Wilson GB, 1983).

Borvak y Mayer, demostraron que el FT contenia aminoacidos como: lisina,

serina, glicina y acido glutdmico (Borvak J and Mayer V 1990).
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El mecanismo por el cual el FT ejerce su efecto biolégico no ha sido
completamente establecido, los primeros estudios en humanos demostraron
que inhibe la migracidon de macrofagos de una manera antigeno especifica
(Wilson GB, 1981), transfiere la RIC (Spitler LE, 1972) , aumenta la proliferacion
y actividad de linfocitos T (Kirkpatrick CH, 1972), induce la produccion de
citocinas en respuesta a antigenos especificos y aumenta la resistencia a
infecciones en inmunodeficiencias de caracter genético (Levin AS, 1975);
estudios mas recientes en ratones han demostrado que el FT induce la
produccion de citocinas como la IL2 y el IFNy (Alvarez-Thull L & Kirkpatrick CH,
1996; Fabre RA, 2004; Calzada NG, 2000). Diversos estudios han demostrado
que el FT puede tener interespecificidad, por ejemplo el FT bovino se ha
utilizado para transferencia de inmunidad en aves (Wilson GB, 1988) y el FT
porcino se ha aplicado a un modelo de resistencia a Listeria en raton
(Karhumaki, 1998). El FT ha sido ampliamente utilizado en humanos en la
proteccion y el control de enfermedades infecciosas virales (Padierna L, 1985;
Pizza G, 1996; Steele RW, 1980), micobacterianas (Bullock WE 1972; Estrada-
Parra S, 1983; Fabre RA, 2004) y parasitarias (Delgado O, 1981). En medicina
veterinaria el FT ha sido utilizado en la prevencién de algunas enfermedades
en suinos (Calzada NG, 2000; Rojas BS, 1987; Torres MH, 1994), aves (Wilson

GB 1988; Klesius PH, 1984) y bovinos (Mateos RA, 1992).

Un compromiso del médico veterinario es garantizar que el sector agropecuario
sea una industria eficiente y productiva, capaz de satisfacer las demandas
alimenticias del pais. Dentro de los rubros que resultan importantes en las

explotaciones pecuarias, esta el uso de vacunas que permitan una adecuada
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prevencion de las enfermedades infecciosas y con ello reducir pérdidas
econdémicas por la eliminacion de animales durante su ciclo productivo. El
empleo de inmunomoduladores que mejoren la respuesta inmune en la
vacunacion ha sido abordado desde diferentes enfoques, uno de ellos es el uso
de citocinas que estimulen la activacion de linfocitos para modular la RIC
(Kogut M, 2002; Min W, 2001; Rabinovich NR, 1994), particularmente el IFNy
. se ha aplicado en la vacunacion contra algunos agentes intracelulares (Kogut
M, 2002; Yilma T, 1989); sin embargo, el costo y la disponibilidad de citocinas
comerciales hacen dificil su utilizacién, por lo que se puede emplear al FT

como un inmunomodulador.

Técnica de Transcripcion Reversa-Reaccion en cadena de la

Polimerasa (RT-PCR)

La técnica se inicia con la transcripcion del ARNm en ADN complementario
(ADNCc), esto se realiza mediante una enzima llamada transcriptasa reversa,
que sintetiza el ADNc en direccién 5 a 3’ después de que el oligo de T se
alinea en su secuencia complementaria (poli A). Una vez formado el ADN de
doble cadena, se desnaturaliza a alta temperatura, generalmente a 94°C,
posteriormente con la enzima ADN polimerasa termoestable obtenida de la
bacteria Thermus aquaticus (Taqg polimerasa) se generan copias del fragmento
especifico de acuerdo a los iniciadores disefiados, con base en la secuencia de

las citocinas. Esta reaccion se repite por varios ciclos, generando copias del
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fragmento especifico; el fragmento amplificado se visualiza mediante una

separacion electroforética en un gel de agarosa.
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JUSTIFICACION

En el presente trabajo se propone el empleo del Factor de Transferencia
Aviar (FTA) como un inmunomodulador. Debido a que aun no se conocen
ciertos aspectos inmunoldgicos cruciales del FTA, que son necesarios para
comprender su mecanismo de acciéon y determinar sus efectos en la reaccién
inmunitaria, es necesario evaluar la expresion de dos citocinas importantes en
la respuesta inmune celular, empleando células mononucleares obtenidas de

gallinas domésticas.

HIPOTESIS

El Factor de Transferencia Aviar inducira la expresion de IFNy e IL 2 en
cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de gallinas

domeésticas.

OBJETIVO

Determinar, mediante la técnica de RT-PCR, si el FTA induce la
expresion del RNAm del IFNy e IL 2, en células mononucleares de sangre
periférica de gallinas domeésticas; para establecer su posible papel como

inmunomodulador.



-14 -

Objetivos Particulares

1. Establecer las condiciones oOptimas de la técnica de RT-PCR mediante el
empleo de RNAm de CMSP de gallinas domésticas, para determinar la

expresion del RNAm de IFNy e IL 2.

2. Determinar con la técnica de RT-PCR, la expresion del RNAm de IFNy e IL2,
en CMSP de gallinas domésticas estimuladas in vitro con tres diferentes
mitégenos (lonomicina, PMA y Concavalina-A), para establecer cual
emplear como testigo positivo de ambas citocinas en el ensayo de induccién

de citocinas de CMSP estimuladas con FTA.

3. Determinar, mediante una cinética, la expresion del RNAm para IFNy e IL2
obtenido de CMSP de gallinas domésticas, estimuladas in vitro con tres

diferentes dosis de FTA.

4. Determinar, mediante la cuantificacion de las densidades Opticas de los
productos de PCR, la dosis de FTA capaz de inducir la expresion del RNAmM

para IFNy e IL2 en CMSP de gallinas domésticas.
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MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizé en dos etapas: en la primera se hizo la obtencion y
cultivo de CMSP, estandarizacion de la técnica RT-PCR, seleccion del control
positivo de mitdgeno y determinacion del tiempo de extraccion para la
estimulaciéon con FTA. En la segunda etapa se midié la expresion de citocinas

de CMSP estimuladas con FTA.

Para el estudio las gallinas fueron seleccionadas por muestreo sistematico, a
partir de una poblacion de gallinas alojadas en jaulas con dos o tres aves en
cada una, siguiendo un orden de seleccién de acuerdo con el arreglo de las
jaulas en la granja. Las gallinas designadas como elegibles por el muestreo
qguedaron incluidas en la muestra definitiva si eran de primer ciclo de postura,
tenian un peso corporal de 2 £ 0.05 kg, no mostraban ningun signo o patologia
a la inspeccion clinica, ni habian recibido tratamiento alguno por lo menos una

semana previa a su seleccion.

La muestra definitiva estuvo formada por 3 gallinas de una poblacion “Bovans
White” del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién
Avicola de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Debido a que
proceden de una linea genética, se considera que sus caracteristicas genéticas
y morfo-fisiolégicas son homogéneos y no muestran variaciones, ademas que
son suficientes para obtener las muestras de sangre necesarias para el ensayo

que se realizo.
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Las aves seleccionadas fueron alojadas en el Animalario del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la UNAM, sitio en el que permanecieron diez dias como periodo de

adaptacion antes del inicio de la toma de muestras.

Las gallinas fueron mantenidas en una jaula de alambre de 90 x 41 x 65 cm;
como dieta cada una recibié diariamente 160 gramos de alimento comercial
balanceado’, que se colocé en un comedero de lamina de 50 x 10 x 6 cm y
agua potable para bebida a libre acceso. Las condiciones de alojamiento fueron
controladas para mantener la temperatura ambiental en 18.5°C +1°C, humedad
relativa 45.5%, ventilacion continua, por medio de 2 extractores y se
proporciond un ciclo de iluminacién 12 h: 12 h (L: O) por medio de 2 lamparas

de luz blanca de 38 watts cada una.

Primera etapa: obtencion y cultivo de CMSP, estandarizacion de la técnica RT-
PCR, seleccion del control positivo de mitdgeno y determinacion del tiempo de

extraccion del RNAm para el ensayo con FTA, como se describe en la Figura 1.

' = =
I ; — —
Obtencion de Estimulacion — Obtencion de
Toma de células con RNAmMy
muestra mononucleares de Mitdgenos estaél_(ln_la;i(z:aRcién
sangre periférica )
\_/

Determinacion del tiempo 6ptimo
para observar la expresion de
ambas citocinas

Figura 1. Diagrama de flujo para la primera etapa del experimento

1 Layin Purina®



Segunda etapa: Induccion de la expresion de citocinas de CMSP con FTA,

(Figura 2).
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esultados
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PCR
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Determinacion de
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expresion de

ambas citocinas

Figura 2. Diagrama de flujo de la segunda etapa del experimento

Etapa de estandarizacion de las técnicas

Obtencidén y cultivo de CMSP

Se obtuvieron 10 ml de sangre de gallina a partir de la vena radial siguiendo la

técnica descrita en el manual de UFAW (Poole BT, 1987), utilizando una jeringa

S-Monovet® con anticoagulante (1.2-2 mg de EDTA). A partir de la muestra de

sangre, se realizo el siguiente procedimiento:

¢ Las células fueron separadas en un gradiente de densidad 1.077

min a 4°C.

+ 0.001 g/ml marca Lymphoprep®® de la siguiente manera: la
sangre obtenida se diluyé 1:2 con solucion salina isoténica de
NaCl al 0.85% y ésta a su vez se agrego sobre la pared de un
tubo conico estéril con 8.5 ml de Lymphoprep®.

Posteriormente se estratifico centrifugando a 800 G durante 25
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% Una vez formadas las fases, se obtuvieron las células
mononucleares localizadas en la interfase superior formada entre
los glébulos rojos y el plasma y se transfirieron a otro tubo estéril.

< El paquete celular se lavé con AIMV?.

+ Se centrifugd a 250 G durante 10 minutos y se resuspendio en
1ml del mismo medio, para su posterior cuenta en azul tripano al

0.016% utilizando una camara de Neubauer.

Las CMSP se cultivaron en una placa de cultivo de 24 pozos (4 series de 6
pozos). Para la estandarizacion de la prueba se usaron concentraciones de 1x
10°% 2 x 10°% 3 x 10° y 4 x 10° células en 1.0 ml de los diferentes medios
utilizados. Posteriormente se estandarizaron las condiciones para la
amplificacion del gen constitutivo (B-actina), empleando la técnica de RT-PCR.

Para la estandarizacion de la PCR para la amplificacion del DNAc de IFNy e IL
2 se realizaron diferentes ensayos con distintas concentraciones de mitégenos:
PMA (acetato-formol-miristato) 0.025ug, 0.25pg, 1ug y 2ug; PMA con
lonomicina 0.025 pg/ul-1 pg/ul, Concanavalina-A 5ug, 10ug y 20ug, asi como
un testigo sin mitégeno. Las células se lisaron con el producto comercial
Trizol® a diferentes tiempos: 3h, 6h, 9h, 18h, 24h y 48h, para extraer el RNAm

correspondiente.

2 Contiene L-glutamina, sulfato de estreptomicina 50ug/ml y sulfato de gentamicina
10ug/ml. Nimero de Catalogo 31035025. GIBCO™
3 Sigma, St. Lois Missouri, MO, USA.
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Obtencién de RNAm y RT-PCR

La extraccidon del RNAmM de cada uno de los cultivos estimulados, se hizo de
acuerdo al protocolo del producto comercial Trizol®*, con el siguiente

procedimiento:

X4

Recolectar las células con el medio de cada pozo y centrifugarlas

*,

0.8 G a 4°C durante 10 minutos. Decantar el medio y conservar el
botén de células

% Resuspender las células adheridas a cada pozo con 500 pl de
Trizol, y transferirlo al boton de células previamente centrifugadas.
Dejar en reposo 5 minutos a temperatura ambiente.

% Agregar 5 ml de Glucégeno® y homogenizar.

< Agregar 110 ml de cloroformo® fri6 y homogenizar.

% Incubar 7 minutos en hielo.

+« Centrifugar 15 minutos a 9300 G a 4 °C.

« Tomar sobrenadante (sin interfase).

< Agregar 260 ml de isopropanol’ e invertirlo.

% Incubar 20 minutos en hielo.

+« Centrifugar 15 minutos a 9300 G a 4 °C.

+ Decantar sobrenadante.

% Lavar el botén con 500ml de etanol® al 80 % mediante inversion.

¢ Centrifugar 5 minutos a 3300 G a 4 °C.

* Invitrogen USA

® Roche®, 20 mg/ml
® Merck®

" Merck®

® Merck®



-20 -

% Retirar todo el etanol.
+«+ Secar el botén por 5 minutos en una campana de flujo laminar.
% Resuspender en 14 ul de agua inyectable con ayuda de una

micropipeta e incubando 5 minutos en bafio maria a 45 °C.

El RNAm se cuantificé en un espectrofotémetro® para obtener una cantidad de
3 ug de RNAm en 13 pul de agua inyectable para la posterior transcripcion

inversa del RNAm.

Transcripcion inversa del RNAmensajero (RNAmM)

El ADN complementario (ADNc) fue obtenido de la siguiente manera: a los 13l
de RNAm se les afiadieron 2 pl de la solucion concentrada 0.5ug/ul de oligo (T)
1215, posteriormente se le incub6 a 65°C/10 min, para favorecer la alineacion
del RNAm-poliA con el oligo dT. Después se incubd la reaccion en hielo/5 min.
para finalmente agregarle 15 pl de la mezcla de reaccion (cuadro 1). La

reaccion se efectudé en un volumen final de 30 pl.

® Marca Eppendorf modelo 6131
105 nd(T)12.15 3. Amersham Biosciences®
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Reactivos Conc. final en la
reaccion
Agua-DEPC
5X regulador para la 12 1X
cadena
200 U/pl M-MLVRTH 160 U/ reaccién

10 mM dNTP’s 400 uM
100 mM DTT 10 mM

Cuadro 1. Mezcla de reaccion para la transcripcién inversa

Se continué la reaccién en el termociclador?, incubando a 37°C/1 hora y
95°C/5 min. Terminada la reaccion, se centrifugé 5 segundos y se agregaron
20 pl de agua inyectable para tener un volumen final de 50 pl y se mantuvo en

congelacion a -20°C hasta su uso.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

En todos los ensayos se utilizaron 2.5 pl del DNAc y 22.5 ul de la mezcla de
reaccion para PCR con las condiciones adecuadas tanto para B-actina, IL 2 e
IFNy, obteniendo un volumen final de 25 pl y se corrieron en un termociclador®
bajo diferentes condiciones. Los productos de PCR se sometieron a un
corrimiento electroforético zonal en un gel de agarosa al 1% a 90 volts durante

45 minutos, se utilizé un marcador de peso (Kb plus y HAE lll), se tifieron con

bromuro de etidio al 0.01% y se visualizaron en un analizador de imagenes™>.

' M-MLV RT (Moloney- Murine Leucemia virus Reverse Transcriptase) Invitrogen ™
2 Termociclador TECHNE modelo TC-312/FTC3102D
¥ Molecular Imaging Software 2005 Kodak V 4.0.2
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B-ACTINA

Los iniciadores empleados se disefiaron en el Laboratorio de Virologia de
FMVZ UNAM (Cuadro 5), y se utilizé la mezcla de reaccién para PCR descrita

en el Cuadro 2.

Reactivos Conc. Final en la
reaccion
Agua-DEPC
Regulador 10X PCR 1X
MgCl, 50 mM 0.5 mM
dNTP’s 10 mM 200 pM
Primer 5’ 20uM 0.2 yM
Primer 3' 20uM 0.2 uM
Taq polimerasa®® 5 U/pl 1 Ulreaccion

Cuadro 2. Mezcla de reaccién para PCR B-actina

Las condiciones de amplificacion fueron:

Desnaturalizacion | 94°C/ 45 segundos
Alineacion 60°C/ 45 segundos 30 ciclos
Extension 72°C/ 90 segundos
Extensién final 72°C/ 7 minutos 1 ciclo

IL 2

Para la estandarizacion del ensayo de RT-PCR para IL 2, se probaron 3
diferentes iniciadores con distintas temperaturas de alineacion 'y
concentraciones de MgCl, Los iniciadores que produjeron los mejores
resultados fueron los empleados por Loza (Loza, 2003) (Cuadro 5), con

algunas modificaciones descritas en el Cuadro 3.

¥ Taq DNA Polymerase (Thermus aquaticus DNA plymerase gene) Invitrogen ™
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Reactivos Conc. final en la
reaccion
Agua-DEPC
Regulador 10X PCR 1X
MgCl, 50 mM 2.5 mM
dNTP’s 10 mM 200 pM
Primer 5° 20uM 0.8 uM
Primer 3' 20uM 0.8 uM
Gelatina molecular 0.001%
0.001%
Tag polimerasa 5 U/ul 1 U/reaccion

Cuadro 3. Mezcla de reacciéon para PCR IL 2

Las condiciones de amplificacion fueron:

92°C x 75 segundos 1 ciclo
Desnaturalizacion | 92° C x 45 segundos
Alineacién 50°C x 60 segundos 30 ciclos
Extension 72°C x 60 segundos
Extension final 72°C X 7 minutos 1 ciclo

IFNy

Después de varios ensayos para estandarizar el RT- PCR para esta
citocina, se decidi6 emplear los iniciadores citados por Rothwell (Rothwell,

2004) (Cuadro 5), empleando las condiciones del Cuadro 4.

Reactivos Conc. final en la
reaccion
Agua-DEPC
Regulador 10X PCR 1X
MgCl, 50 mM 2 mM
dNTP’s 10 mM 200 uM
Primer 5° 20uM 0.2 uM
Primer 3' 20uM 0.2 uM
Taqg polimerasa 5 U/ul 1 U/reaccién

Cuadro 4. Mezcla de reaccion para PCR IFNy
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Las condiciones de amplificacion fueron:

94° C/ 2 minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion | 94° C/ 45 segundos
Alineacién 53° C/ 45 segundos 36 ciclos
Extension 72° C/ 90 segundos
Extension final 72°C x 7 minutos 1 ciclo

B-ACTINA |F |CCC TGA AGT ACC CCA TTG AAC ACG
(582 pb )

R |CCT CGG GGC ACC TGAACC TCT

IL 2 F |AGT GTT ACC TGG GAG AAG T
(469 pb)

R |TTA CCG ACA AAG TGAGAATC

IFNy F |GTG AAG AAG GTG AAA GAT ATC ATG GA
(702 pb) R |GCT TTG CGC TGG ATT CTCA

Cuadro 5. Secuencia de los iniciadores utilizados en el experimento.
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Elaboracion del FTA

El FTA se elabor6 a partir de 10 bazos de pollos machos de la linea Ross,
clinicamente sanos, vacunados contra la enfermedad de Marek y de 30 dias de
edad. Los bazos fueron macerados con malla de aluminio y 30 ml de solucién
salina isotonica NaCl 0.85%; el macerado se someti6 a 10 ciclos de
congelacion-descongelaciéon y de dializé por centrifugacion a 500 G en tubos
Amicon® Ultra-15 (Millipore) con corte de 10 KDa. El dializado se esterilizd por
filtracion con una membrana de 0.22 micras y se alicuotd en tubos de 1 ml. Se
tomé en cuenta que una dosis de FTA contiene aproximadamente 4 x 10°

células de bazo de pollo y equivale a 7.3ug de proteina.

Induccion de la expresion de citocinas de CMSP con FTA.,

El experimento se realizé a partir de 10 ml de sangre de una gallina de la cual
se separaron las CMSP con la técnica antes descrita y se cultivaron en una
placa de cultivo de 24 pozos, utilizando 3 series de 5 pozos cada uno para un
tratamiento y utilizando una concentracién de 3 x 10° células en 1 ml de medio
AIMV. Teniendo elegidos los mitdgenos a utilizar (PMA con lonomicina 0.025
ug/ul-1 pg/ul); se realizé el experimento con las siguientes dosis de FTA: 1
dosis (7.3 pg), 0.1 dosis (0.73 pg) y 0.01 dosis (0.073 ug) ademas de un

Testigo (+) y un Testigo (-), colocandolos como se indica en la Figura 3.
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Figura 3. Esquema de los pozos del experimento de induccion de la

expresion de citocinas de CMSP con FTA.

El experimento se realizé por duplicado, asi como la extraccion del RNAm,
obteniéndose un total de cuatro repeticiones para cada tiempo y tratamiento,
para el analisis estadistico. A cada una de las muestras se le cuantifico el
RNAmM obtenido en un espectrofotometro y se ajusté a 3 pg para hacer la

transcripcion inversa del RNAm.

Después de obtener el ADNc se realizd la técnica de PCR, siguiendo el
protocolo descrito en la primera parte del trabajo. Los productos obtenidos se
fueron colocados a un corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1%; y
se determiné la densidad oOptica de las bandas obtenidas empleando el

programa Molecular Imaging Software 2005 Kodak V 4.0.2.

El calculo de la expresion relativa (proporcion) de IL 2 e IFNy se obtuvo
dividiendo el valor de densidad Optica de cada citocina entre el valor de

densidad Optica de la B-actina correspondiente.
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RESULTADOS

En el transcurso de este trabajo se estandarizaron las condiciones para llevar a
cabo la deteccion de RNAmM de células mononucleares de sangre periférica de
gallinas domeésticas, tanto de la B-actina empleada como gen constitutivo, asi

como lade IL 2 e IFNy.

Primero se establecieron las condiciones Optimas para el cultivo celular,
encontrandose que 3 x 10° células por 1 ml de medio, permitian obtener
cantidades suficientes de RNAmM. Posteriormente se realizaron varios ensayos
de proliferacion celular empleando los diferentes mitdgenos a distintos tiempos;
una vez que se establecieron los mitdgenos (PMA y lonomicina) y los tiempos
en que se indujo una mayor proliferacion celular, se procedi6é hacer los cultivos
celulares para obtener el RNAmM y establecer las condiciones 6ptimas para el
RT-PCR de ambas citocinas; para ello fue necesario realizar varios ensayos de
PCR empleando diferentes iniciadores, concentraciones de MgCl, vy
temperaturas. Las condiciones Optimas para la amplificacion de ambas

citocinas, son las que se describen en la seccién de material y métodos.

En la figura 5, se muestran las bandas correspondientes a B-actina, IL2 e IFNy

indicando sus pesos moleculares.
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Figura 5. Productos de PCR obtenidos utilizando los tres diferentes iniciadores. Carril 1:
marcador de peso molecular, Carril 2: producto obtenido con los iniciadores de B-actina,
Carril 3: testigo negativo para B-actina, Carril 4: producto obtenido con los iniciadores de
IL 2, Carril 5: testigo negativo para IL2, Carril 6: producto obtenido con los iniciadores de
IFNy, Carril 7: testigo negativo paralFNy

Los resultados obtenidos en la segunda etapa del experimento consistieron en
la expresién de dos citocinas, medida como densidad 6ptica (DO), y fueron
sometidos de manera independiente para cada citocina a analisis de varianza
para un disefio completamente aleatorizado (5 x 3), balanceado, de dos
factores: tratamiento, tiempo, con interaccidén simple y cuatro repeticiones cuyo

modelo correspondiente es:

g
Epik

‘.".'I'f = ‘“ + I:T" * 'Glr' i ',-f'{-_;.\_lh._ + Donde

u: Promedio general.

oi: Efecto del i-ésimo tratamiento (i: C+, C-, Tx1, Tx2, Tx3).

B;: Efecto del j-ésimo tiempo de expresion de la citocina (j: hora3, hora6, hora9).

. af}j: Efecto de la interaccion tratamiento x tiempo de expresion.

gij: Error aleatorio asociado a cada (k-ésima) observacion: gk ~N (0, 2).
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Los tratamientos consistieron en: a) un testigo positivo, C+: PMA + lonomicina;
b) Tx1: FTA 7.3 pg; ¢) Tx2: FTA 0.73 ug; d) Tx3: FTA 0.073 pg y e) un testigo
negativo, C-: sin FTA. El segundo factor del disefio fue el tiempo de expresion
de la citocina: 3, 6 y 9 horas. El andlisis estadistico se realiz6 con los
promedios de minimos cuadrados (PMC) con nivel a=0.05 como criterio de
significacion estadistica.

En la Figura 6 se muestran ejemplos representativos de los productos de PCR
obtenidos con los diferentes tratamientos de FTA, a las distintas horas de

extraccion.

PMA + lono 1 Dosis 0.1 Dosis 0.01 Dosis
3h 6h 9h 3h 6h 9h 3h 6h 9h 3h 6h 9h

” €N &.‘t M o i ) il B & i .
LR ed e n o Bl g 582 pb
(B) Control 3h 6 ) Control 3h  6h  9h

469 pb 702 pb

h 9h (C
PMA
+ lono
1
Dosis
F l"r,-'l.'_! : -y T

0.1
Dosis

0.01
Dosis

Figura 6. Ejemplos representativos de los productos de PCR obtenidos con los
diferentes tratamientos (PMA+ lono, 1 dosis, 0.1 dosis y 0.01 dosis), a las distintas horas
(3, 6 y 9 horas) de extraccion y sometidos a un corrimiento electroforético en geles de
agarosa 1%. (A) B-Actina: marcador de peso, control positivo, 3, 6 y 9 horas, de los
cuatro tratamientos (B) IL 2: marcador de peso, control positivo, 3,6y 9 horas (C) IFN y :
marcador de peso, control positivo, 3, 6 y 9 horas
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El cuadro 7 muestra la estadistica descriptiva (tamafio de muestra (n),
promedio y desviacion estandar) de la expresién de cada citocina (DO) como
respuesta a la exposicién de las CMSP de gallinas domésticas a los cinco

tratamientos alas 3, 6 y 9 horas.

Citosina
IFNy IL2 General
H TX n |Promedio| S n | Promedio S N | Promedio S
General|20| 0,596 |0,642| 20 0,570 0,561 | 40 0,583 0,595
C- 4 0 0 4 0 0 8 0 0
3 C+ 4 0,614 |[1,001| 4 0,923 0,878 | 8 0,768 0,887
Tx1 4 0,977 (0,342 | 4 0,462 0,393 | 8 0,720 0,438
Tx2 4 1,052 |0,535| 4 0,782 0,610 | 8 0,917 0,550
Tx3 4 0,338 |0,410| 4 0,681 0,080 | 8 0,509 0,329
General | 20| 0,507 | 0,646 | 20 0,680 0,527 | 40 0,594 0,588
C- 4 0 0 4 0 0 8 0 0
6 C+ 4 0,640 |[1,017| 4 1,076 0,574 | 8 0,858 0,799
Tx1 4 0,719 |0,303| 4 0,831 0,376 | 8 0,775 0,321
Tx2 4 0,384 |0,450| 4 0,798 0,636 | 8 0,591 0,556
Tx3 4 0,792 |0,873| 4 0,695 0,087 | 8 0,744 0,577
General | 20| 0,240 |0,519| 20 0,562 0,426 | 40 0,401 0,496
C- 4 0 0 4 0 0 8 0 0
9 C+ 4 0,198 |0,161| 4 0,579 0,095 | 8 0,388 0,238
Tx1 4 0 0 4 0,524 0,462 | 8 0,262 0,412
Tx2 4 0,129 |0,259| 4 1,035 0,419 | 8 0,582 0,582
Tx3 4 0,876 |0,950| 4 0,670 0,121 | 8 0,773 0,636
Total
general |80| 0,494 |0,626| 80 0,591 0,501 [160| 0,542 0,567

Cuadro 7. Estadistica descriptiva de la expresiéon de dos citocinas en
CMSP de gallinas domésticas por la exposicién a FTA en 3,6 y 9 horas. n:
tamafio del grupo (muestra), s: desviacion estandar, H: hora, Tx:
tratamiento, C: Controles.
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IFNy

La Figura 7 muestra el comportamiento de la expresion del IFNy.

Densidad dptica (IFy) * Hora
Promedios de minimos cuadrados (MC)
Efecto: F(8, 45)=1,5684, p=,16142
1,2 ,

101

08}

0,6

0,4

Densidad Optica (promedio MC)

0,2

0,0 F { —© Txc+

“0O-Tx1: FTA (x1)

& Tx2: FTA (x0,1)
0,2 L . * A Tya
. 5 . Tx3: FTA (x0,01)
—® TxC-
Tiempo (hora)

Figura 7. Densidad optica de la expresién de IFNy por tratamiento por
hora.
El analisis de resultados del tratamiento Tx1 mostré diferencia significativa
entre los promedios de DO en las distintas horas de observacion (F, o = 14.748;
P =0.0014). Cada promedio, tanto a las 3 (0.9776) como a las 6 horas (0.7198)
fue significativamente mayor que a las 9 horas (0.0000) respectivamente (t= -
2.386; P=0.0213); sin embargo, no se encontré diferencia significativa entre los

promedios a las 3 y las 6 horas de expresion (t= -0.629; P= 0.5324).

Para el Tx2 se observo una respuesta similar al Tx1 (Fz9 = 4.8915; P =
0.0365), ya que tanto el promedio de DO a las 3 (1.05224) como a las 6 horas

(0.38411) fueron, cada uno, significativamente mayores que a las 9 horas
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(0.12967) respectivamente (t= -2.251; P=0.0293); y entre las 3 y las 6 horas no

se encontro diferencia significativa (t= -1.631; P=0.11).

IL 2

Entre los promedios de DO de IL 2 de los Tx1, Tx2 y Tx3 no se encontro
diferencia significativa a ninguna de las horas de expresion del estudio (F427 =
0.5387; P = 0.7086) (Figura 8) mientras que, a las 3 horas, se encontr6é que el
promedio del C+ (0.9232) fue significativamente mayor que el del C- (0.3093) (t
= - 1.96; P = 0.0562), observdndose esta misma relacion de diferencia entre
estos tratamientos a las 6 horas de expresion (C+: 1.0768 vs. C-: 0.2000)

respectivamente (t = - 2.799; P = 0.0075).

Densidad Optica (IL2) * Hora
Promedios de minimos cuadrados(MC): Tratamiento*Hora
Efecto: F(8, 45)=,66337, p=,72046
1,2 ,
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Figura 8. Densidad 6ptica de la expresion de IL 2 por tratamiento por
hora.
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue evaluar si el Factor de Transferencia Aviar
tenia un efecto sobre la produccion del RNAm de IFNy e IL 2, en cultivos de
células mononucleares de sangre periférica gallinas domésticas; para ello fue
necesario establecer las condiciones, tanto del cultivo celular, como de la
técnica de RT-PCR; debido a que estas técnicas no estaban estandarizadas en

el laboratorio.

Para estandarizar las condiciones Optimas para el cultivo de CMSP se
realizaron varios ensayos, probando diferentes concentraciones (1x 10° 2 x
10°%, 3 x 10° y 4 x 10° células/ml); observandose, que el nimero de células es
critico para obtener una cantidad Optima de RNAm, ya que al utilizar
concentraciones menores a 3 x 10° células por ml, la eficiencia de extraccién
disminuia. Dentro de la literatura existen reportes muy variados en cuanto a la
concentracion de células que debe emplearse para dichos cultivos; por ejemplo
Rothwell y Okamura utilizaron una concentracion de 5 x 10° células de bazo
por ml de medio (Rothwell L, 2004; Okamura M, 2004), Neelima menciona la
misma concentracion pero utilizdé células mononucleares de sangre periférica
(Neelima S, 2003); Sundaresan maneja la concentracién de 2 x 10° células
mononucleares (Sundaresan NR, 2005), mientras que Loza trabajé con una

concentracion de 1 x 10 de células/ml (Loza RE, 2003).
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Una vez establecida la concentracion celular que nos permitio extraer RNAmM
total suficiente, se determinaron las concentraciones optimas de mitdogenos
para establecer cual de ellas podia ser empleado para generar un testigo
positivo para amplificar la secuencia gendmica de cada citocina. Los datos
publicados para la activacion de linfocitos de aves, mencionan diversas
concentraciones de mitogenos: 1.2, 5, 10 y 12.5 pg de Con-A (Rothwell L,
2004; Okamura M, 2004; Loza RE, 2003; Neelima S, 2003; Gogal RM, 2004),
10, 20, 12.5 pg PHA (Neelima S, 2003; Rothwell L, 2004), 2.0 ng PMA y 40 ng
lonomicina (Okamura M, 2004) y en este estudio se encontr6 que los

mitbgenos que produjeron una mejor respuesta fueron PMA con lonomicina

(0.025 pg/ul-1 pg/ul).

Debido a que en el laboratorio no se contaba con un testigo positivo para
ninguna citocina; para poder establecer qué mitdgeno emplear como testigo
positivo, fue necesario establecer simultaneamente, las condiciones que
amplificaran las bandas correspondientes para ambas citocinas. Para esto se
hizo una cinética en la que se estimularon las células con PMA y lonomicina y
se obtuvo el RNAm a distintos tiempos (3, 6, 9, 12 y 24 horas), posteriormente
se sintetizaron los DNAc y cada uno de ellos se sometié a PCR con los pares
de iniciadores correspondientes, empleando diferentes concentraciones de
MgCIl2, hasta visualizar las bandas esperadas. Los iniciadores que mejor
funcionaron fueron para la IL 2 el citado por Loza (Loza RE, 2003) y para IFNy

el de Rothwell (Rothwell L, 2004); con algunas modificaciones.
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Otro parametro que se estandarizé fue el tiempo de incubacién que inducia la
mayor expresion tanto de IL 2 como de IFN y, en otros trabajos utilizaron
intervalos que fueron desde 0.5 a 6 horas de acuerdo con Sundaresan (2005),
hasta 48 horas segun describe Okamura (2004). Para nuestros ensayos se

decidio emplear un intervalo de 3, 6 y 9 horas.

Una vez estandarizadas las condiciones que nos permitieron contar con los
testigos positivos para ambas citocinas, se procedid a hacer los ensayos con el
FTA, con la finalidad de establecer el efecto de éste sobre las células del
sistema inmune, particularmente las CMSP. En el presente estudio solamente
se encontrd que la maxima expresion de IFN y ocurrio en Tx1 (1 dosis) y Tx2
(0.1 dosis) a las 3 horas, declinando significativamente hacia las 9 horas;
mientras que, la expresion de IL 2 fue mayor con el Tx2 (0.1 dosis) y el C (+)
respecto al C (-), independientemente de la hora de observacién. Por otra parte
los tratamientos aplicados no indujeron diferencialmente la expresion de IL 2
entre las 3 y las 9 horas; mientras que, tanto a las 3 como a las 6 horas, la

expresion de IL 2 fue mayor para el C (+), que para el C (-).

Como podemos observar en la Figura 7, la méxima expresion de IFNy, se
obtuvo a las 3 horas, en las células estimuladas con 0.1 dosis de FTA (Tx2) y 1
dosis de FTA (Tx1), siendo su expresion, mayor que el testigo positivo. La
expresion de esta citocina, tanto para 1 dosis como para 0.1 dosis, disminuy6
en el tiempo, dejdndose de expresar a las 9 horas, lo que sugiere que a la

expresion del RNAmM empleando estas dosis de FTA, se da en un corto tiempo;
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estos resultados coinciden con los reportados por Valderrabano (Valderrabano
OE, 2005), en donde se encontré6 que cultivos de esplenocitos de ratén
estimulados con extractos dializables leucocitarios (DLE) murinos, indujeron
una alta expresion del RNAm de IFN y desde las dos horas de cultivo, siendo
nula su expresion a las 8 horas. Para el Tx3 (0.01 dosis), se observa una
cinética muy semejante a la del testigo negativo; aun cuando a las 9 horas se
observa un mayor nivel de expresion, habria que hacer la mediciéon a las 12
horas post- estimulacion, para determinar si mostrara la misma tendencia que

el testigo negativo.

Como se muestra en la Figura 8, la maxima expresion de IL 2 se obtuvo a las 6
horas en las células estimuladas con mitdgeno; para este mismo tiempo
podemos observar que las tres dosis de FTA, indujeron la expresion de esta
citocina aunque por debajo del testigo positivo; sin embargo a las 9 horas, las
células estimuladas con 0.1 dosis de FTA (Tx2), mostraron valores de
expresion mayores que el testigo positivo (semejantes a los alcanzados por el
mitdgeno a las 6 horas); si se observa la cinética en la expresion, la grafica
sugiere que la dosis mas alta de FTA induce la expresion de IL 2 en menor
tiempo (6 horas), mientras que la dosis intermedia lo hace hasta las nueve
horas, alcanzando niveles de expresion por encima del testigo positivo; por su
parte la dosis menor parece mantener una baja expresion de esta citocina en
todos los tiempos observados. Debido a que la IL 2 se produce tras la
activacion de LTh, es posible suponer que nuestros resultados podrian
concordar con lo reportado por De la Fuente (De La Fuente GM, 2006), que

observé que el DLE humano induce la proliferacion de linfocitos Th CD4+,
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cultivados in vitro. Para demostrar si efectivamente el FTA estimula la
produccion de IL2, se estan realizando ensayos de linfoproliferacion,

empleando MTT, segun el protocolo descrito por Neelima (Neelima S, 2003).

Para demostrar un posible efecto del FTA sobre las CMSP, se podrian hacer
otros ensayos; uno de ellos seria hacer un ensayo de RT-PCR en tiempo real
para poder contar con datos exactos; desafortunadamente el experimento no
se pudo realizar de esta manera por no contar con el equipo necesario. Otra
alternativa seria determinar los niveles de ambas citocinas en los
sobrenadantes de los cultivos; sin embargo hasta donde se pudo investigar,
Unicamente existen anticuerpos monoclonales para IFN y aviar, lo que limitaria

la cuantificaciéon de IL 2.

Para estudios posteriores se sugiere hacer una separacion de las diferentes
poblaciones celulares a fin de tener un menor nimero de variables en el
ensayo. En un estudio reciente se observo que el FT humano tiene ligandos
para TLR2 (Robledo AFH, 2006); en aves el TLR2 se expresa tanto en
macrofagos como en heterdfilos y se ha reportado, que la activacion de estas
células a través de TLR2 aumenta la via oxidativa (He H, 2006; Kogut MH,
2005); seria interesante hacer ensayos para medir la posible activacion de
estas células por el FTA; ya sea midiendo 6xido nitrico en macréfagos, o
estallido respiratorio en heterdfilos; estos ensayos tendrian la ventaja de utilizar

métodos colorimétricos cuantitativos.
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CONCLUSIONES

e Se determind la concentracion de mitdgenos y tiempos Optimos, para
inducir la expresion de ambas citocinas y poder contar con testigos
positivos durante el ensayo con el FTA.

e En el ensayo con FTA, se encontraron diferencias para IFNy en el Tx1 (1
dosis) y Tx2 (0.1 dosis), en sus distintas horas de observacion. Para IL 2

no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.

PROSPECTIVA

En ensayos posteriores se sugiere utilizar 0.1 dosis de FTA como referencia.

Para tener una vision mas amplia del posible efecto del FTA sobre CMSP, seria
interesante el determinar la expresion de Interleucina 4 (IL 4) e IL 10, que
corresponden a un perfil tipo TH2, para ver si ésta se modula negativamente;
como se menciona en el trabajo realizado por Fabre (Fabre RA., 2004), donde
se encontrd una correlacion entre el aumento de expresion de IL 2 e IFNy y la

disminucién de IL 4 en pulmones de animales tratados con DLE murino.
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