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ABREVIATURAS

ADN= Acido desoxirribonucleico
ADNc= Acido desoxirribonucleico complementario
APC= Células presentadoras de antigeno
ARN= Acido ribonucléico

ARNmM= Acido ribonucléico mensaero

[ actina= Beta actina

C= Control

dNTP’s= dedxido nucledtidos trifosfato
DLE= Extracto leucocitario dializable
DO= Densidad éptica

DTT= Dithiothreitol

ELISA= Enzime linked immunosorbent assay (Ensayo inmuno enzimatico)
FT= Factor de Transferencia

FTa= Factor de Transferencia Aviar

X g= gravedades

g= gramo

IH= Inhibicion de la hemoaglutinacion
i.d.= intradermorreaccion

IL1- B= Interleucina 1-beta

IL 2= Interleucina 2

IFNy= Interferon gama

KDa= Kilodaltones



L:O= luz : obscuridad

LT= Linfocitos T

LTc= Linfocitos T citotoxicos

LTh*= Linfocitos T helper (cooperadores)

MgCl,= Cloruro de magnesio

MHC= Moléculas de histocompatibilidad

mL= mililitro

min= minutos

mM= mili molares

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

pb= pares de bases

PCR= Reaccidn en cadena de la polimerasa

RI= Respuesta Inmune

RIC= Respuesta Inmune Celular

RIH= Respuesta Inmune Humoral

RT-PCR= Transcripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa
S.S.F= Solucion salina fisiologica

TGF-p= Factor transformante del crecimiento-beta

°C= grados Celsius

Hg= microgramo

pl= microlitros

M= micro molares



RESUMEN

TELLEZ NUNEZ RODRIGO ERNESTO. EVALUACION DEL EFECTO
INMUNOMODULADOR DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA EN POLLOS
INMUNIZADAS CONTRA INFLUENZA AVIAR (BAJO LA DIRECCION DE: DRA.

LAURA COBOS MARIN Y MPA. FRIDA SALMERON SOSA).

Se realizd un estudio para determinar la expresion de dos citocinas: IL2 e IFNy asi como
para medir los niveles de anticuerpos séricos en aves inmunizadas contra Influenza aviar y
Factor de transferencia. EI experimento se llevé a cabo con 60 pollos sanos que se
dividieron en cuatro grupos. A un grupo se le inocul6 dos dosis de factor de transferencia
junto con una dosis de vacuna, a otro grupo con so6lo factor, otro con sélo vacuna y un
grupo testigo (S.S.F.). Se tomaron muestras de suero (a los 10, 17, 24 y 31 dias de edad) y
una muestra de bazo a 5 pollos de cada grupo al dia 17. Las muestras de bazo se sometieron
a RT-PCR para buscar la expresion del RNAm de las citocinas IL2 e IFNy. A los sueros se
les realiz6 una prueba de IH y ELISA para determinar la cantidad de anticuerpos séricos.
Los resultados muestran que el FTA aplicado junto con la vacuna aumentd los niveles de
anticuerpos al dia 21 post tratamiento (P>0.001). No se pudo demostrar el aumento de la

produccién de citocinas.



INTRODUCCION

El empleo de adyuvantes que mejoren la respuesta inmune a la vacunacién ha sido
abordado desde diferentes enfoques, estudios recientes han identificado la naturaleza
quimica de los adyuvantes, asi como sus mecanismos de accion, lo que ha dado como
resultado: encontrar los diferentes receptores celulares para su activacion, modular la
respuesta Thl hacia Th2, inducir la inmunidad en mucosas, aumentar la memoria celular,
estimular la respuesta innata, asi como reducir la dosis de antigeno mientras se aumenta la
habilidad bioldgica' . Un ejemplo de adyuvante son las citocinas que ayudan a estimular la
activacion de linfocitos?,

En aves se han empleado citocinas para modular la respuesta inmune en la
proteccion contra Salmonella spp.® y la Enfermedad de Marek”, en pruebas in vitro para la
activacion de heter6filos® y en la vacunacién contra la Enfermedad de Newcastle® e
Influenza Aviar (IA)"; sin embargo, su empleo es dificil debido al costo y a la
infraestructura necesaria para su produccion, por lo que el uso de un inmunomodulador que
pueda obtenerse a menor precio, como el Factor de Transferencia (FT) puede ser una

alternativa para mejorar la respuesta a la vacunacion.

Factor de transferencia

En los afios 1940°s, 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 células de exudado peritoneal de cobayos sensibilizados a tuberculina, dando
como resultado que los animales no sensibilizados adquirieran la capacidad de expresar la

RIC de los donadores®. Estudios posteriores en animales indicaron que la transferencia era



mejor cuando se realizaba entre donadores y receptores que tuvieran alguna relacion
singénica y sélo cuando se utilizaban células intactas y vivas®.

En 1949, Lawrence demostré que la transferencia celular también era posible en
humanos. Inicialmente utilizé linfocitos viables intactos de un individuo normal con una
intradermorreaccion (i.d.) positiva a la tuberculina y los inyect6 a un individuo con una i.d.
negativa a la tuberculina provocando que este segundo individuo, al ser posteriormente
retado con el antigeno presentara una respuesta’. 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 llam¢ “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 biolégica, lo que
eliminaba la posibilidad de que el efecto fuese causado por anticuerpos™. Lawrence creyo
que estos dializados contenian una sola especie molecular, sin embargo en la actualidad son
conocidos como un conjunto de moléculas llamadas extractos dializables leucocitarios o
DLE (Dialyzable Leukocyte Extracts).

El mecanismo por el cual el FT ejerce su efecto biolégico no ha sido completamente
establecido, sin embargo los primeros estudios demostraron que transfiere la RIC de forma
antigeno especifica'!, inhibe la migracién de macréfagos, aumenta la proliferacién y
actividad de los linfocitos T*?, induce la produccién de citocinas en respuesta a antigenos
especificos y aumenta la resistencia a infecciones en inmunodeficiencias de caracter
genético; estudios mas recientes han demostrado que el FT induce la produccion de

citocinas como la interleucina 2 (1L2) y el interferon y (IFNy)'*'*,



De manera general, los componentes de los extractos dializables de leucocitos se

agrupan en dos fracciones principales:

X/
L X4

El

cancer®®

parasitarias

La fraccion antigeno especifica o antigeno dependiente corresponde a
moléculas de naturaleza peptidica con un peso molecular de 3.5 a 6 KDa. En
ella se encuentra a los FT, los cuales han sido identificados quimicamente como
péptidos pequefios con capacidad de transferir respuesta del tipo de la
hipersensibilidad retardada. Esta fraccion contiene tedricamente, diferentes FT
especificos para cada antigeno encontrado durante la vida del individuo.
Algunas moléculas comprendidas en esta fraccion ya han sido estudiadas y
secuenciadas parcialmente’>*®,

La fraccion antigeno inespecifica o antigeno independiente esta comprendida
por moléculas por debajo de 3.5 y por arriba de 6 KDa, en la cual se encuentran
prostaglandinas, nicotinamida, acido ascorbico, histamina, hipoxantina,
serotonina, factores de diferenciacion de linfocitos (timosina), quimioatrayentes
para monocitos y factores inmovilizadores de neutréfilos. Ademas, dentro de
dicha fraccién, Gottlieb (1991) purific6 dos potentes moléculas
inmunorreguladoras que son activas a concentraciones de menos de 1
microgramo por mililitro. Estas moléculas son conocidas como IMREG 1 e
IMREG II. Ambas moléculas poseen la misma actividad bioldgica y pueden
amplificar, pero no transferir, respuestas de hipersensibilidad retardada®’.

FT ha sido ampliamente utilizado en humanos para la proteccion contra el

y para el control de enfermedades virales™®??!, micobacterianas®® y

23,24



El FT en medicina veterinaria

En medicina veterinaria el FT se ha utilizado en varias especies, Simon et al. en
1977 sensibilizaron con una proteina de tuberculina a 5 perros para obtener FT especifico y
lo inocularon a receptores no inmunes, generando resultados positivos a pruebas de i.d.?;
Calzada en el 2000 realizé un estudio del uso de FT en la vacunacion contra la Enfermedad
de Aujeszky, en el que se demostré la efectividad del FT ante el desafio con una cepa
patégena reduciendo signos, lesiones pulmonares y mejorando la respuesta celular®, Rojas
en 1987 evalud el FT en lechones neonatos para el tratamiento de colibacilosis®’ y Torres
en 1994 trabajo con el FT en A. pleuroneumoniae y P. multocida en cerdos adultos®; en
bovinos se realiz6 un estudio donde se utilizé el FT junto con calostro para becerros
lactantes?® y en aves se estudid la respuesta celular después de inmunizarlas con FT

obtenido de calostro y leche de bovino®.

Inmunidad en aves

El sistema inmune de las aves es muy similar al de los mamiferos, la estimulacion
antigénica inicia la respuesta inmune celular y humoral. La respuesta humoral incluye la
produccion de anticuerpos tanto a nivel sistémico como en las mucosas. La respuesta
celular esta dada por los linfocitos T, los macrofagos y las células NK, que son importantes
en las infecciones virales™.

En aves, los linfocitos T y B inmaduros son células que se originan en la médula
Osea, después migran al timo, donde maduran como linfocitos T o bien migran a la bolsa de
Fabricio donde se maduran los linfocitos B. Los linfocitos T y B respectivamente

comienzan a salir del timo y de la bolsa de Fabricio antes del nacimiento del pollo y migran



a los drganos linfoides secundarios como el bazo, tonsilas cecales y la glandula de Harder
(membrana parpadeante paraocular)®.

La inmunidad humoral se caracteriza por la produccion de anticuerpos o
inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B; es efectiva contra patdgenos extracelulares
y sus productos, ya que la inmunoglobulina puede unirse a los antigenos y controlar la
infeccion a través de diversos mecanismos: la neutralizacion, la opsonizacion, la activacion
del complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o favoreciendo la
liberacion de histamina en la células cebadas, segln el tipo de inmunoglobulina que esté
participando.

La respuesta inmune celular est4 regulada por linfocitos T cooperadores CD4+,
entre de estos, los TH1 se encargan de la produccion de citocinas tales como IFNy e 1L2%;
las funciones del IFNy son: activar a los macrdfagos estimulando su accion microbicida,
aumentar los niveles de inmunoglobulina G (IgG), regular de manera positiva la expresion
de la molécula de histocompatibilidad (MHC) clase Il y favorecer la secrecion de citocinas
como IL2, la cual induce que las células TH se diferencien en TH1 (creando
retroalimentacion positiva); las funciones de la IL2 son inducir la proliferacion de LTc

(linfocitos T citot6xicos) *°

y la diferenciacién de linfocitos B en células plasmaticas™®.

En las aves han sido caracterizadas molecularmente las siguientes citocinas:
Interferén tipo 1°"*® y 11 (IFNy)*, Factor de crecimiento mielomonocitico (MGF)*, Factor
transformante del crecimiento- p (TGF-B)*, Interleucina I- B (IL1- B )*, Interleucina 2 (IL

2)®, Interleucina 4 (IL 4)* Interleucina-6 (IL 6), Interleucina 8 (IL 8)*, Interleucina 10

(IL 10)*, Interleucina 12 (IL 12)*', Interleucina 15 (IL 15)*® e Interleucina 18 ( IL 18)***°,



Influenza aviar

La IA es una enfermedad viral causada por el virus influenza tipo A, miembro de la
familia Orthomyxoviridae. Su genoma esta 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 (HA) y
tetrameros con forma de hongo correspondientes a la neuraminidasa (NA)™“ °2.
Actualmente se conocen 16 subtipos de HA (de H1 a H16)>* y 9 de NA (de N1 a N9)*2,

Esta enfermedad se clasifica en 1A de Alta Patogenicidad (IAAP) e IA de Baja
Patogenicidad (IABP) la primera tiene mayor repercusion econémica, ya que es la que
ocasiona una mayor mortalidad en el campo. La IABP puede variar desde una infeccién
asintom@tica hasta una enfermedad respiratoria con pérdidas en la produccion; en algunas
ocasiones la IABP en el campo se asocia con patégenos secundarios™.

La diferencia entre IAAP y IABP es que la primera tiene una replicacion sistémica
mientras que la IABP se replica localmente en mucosas. Esto es debido a las diferencias en
el sitio de corte de la proteina H en los subtipos H1 y H2, que son necesarios para que el
virus infecte a la célula. La proteina H del virus de IAAP se puede unir mediante proteasas
enddgenas que se encuentran en la mayoria de las células del cuerpo, mientras que las
proteina HA de IABP sdlo se puede unir a proteasas de tripsina que se encuentran
principalmente en el tracto respiratorio y digestivo™.

En México, la enfermedad se encuentra regulada por la Campafia Nacional contra la
Influenza Aviar (NOM-044-Z00-1995), actualmente solo esta presente el virus HSN2 de

baja patogenicidad®®®’.



La diseminacion del virus de IA ocurre a través de los aerosoles provenientes del
tracto respiratorio o a traves de las heces, o de manera indirecta, por el agua o alimento

contaminados.

Diagnostico

Acorde con la norma oficial mexicana, el diagnostico de la 1A se puede orientar
clinicamente y confirmar en el laboratorio.

El diagndstico clinico se realiza mediante la evaluacion de los signos que se
observan en las aves afectadas: tos, estornudos, dificultad para respirar, ataxia, secrecion
nasal, enrojecimiento de la cresta, petequias en las patas y disminucién de la produccién.

El diagnostico de laboratorio se hace mediante el aislamiento del virus para
determinar la patogenicidad asi como por pruebas serolédgicas tales como la precipitacion
en gel agar (PAG) y la inhibicién de la hemoaglutinacion (IH)®,

También se realiza el diagnostico mediante ensayos inmunoenzimaticos (ELISA),
en los que se pueden utilizar dos formatos: ELISA indirecto y ELISA competitivo. El
ELISA indirecto utiliza un anticuerpo secundario anti pollo/anti pavo que lo hacen una
prueba muy especifica®>®. EI ELISA competitivo utiliza anticuerpos monoclonales de
raton que compiten con los anticuerpos del suero para unirse al antigeno NP de influenza, el
anticuerpo secundario se une al anticuerpo monoclonal de raton y de esta manera una
muestra positiva tendra una menor absorbancia al momento de hacer la lectura. La ventaja
principal del ELISA competitivo es que puede realizarse con muestras de suero de

60,61

diferentes animales, tanto mamiferos como aves” ", la desventaja de esta prueba es la

necesidad de equipo especial para realizar su lectura.



Vacunacion

Un componente responsable de la patogenicidad de este virus es la proteina H, la
cual media la adherencia de los virus con los sitios receptores de la superficie de la célula a
infectar con subsecuente fusion de la envoltura viral y la membrana celular para permitir la
entrada de la nucleocépside al interior de la célula en los estados iniciales de la infeccion;
antigénicamente es también la proteina mas importante para inducir la respuesta inmune
humoral y con ellos la proteccion por seroneutralizacion. La composicion quimica de un
virién de 1A es: 70% proteinas, 20% lipidos, 5-8% carbohidratos y 0.8-1.0% ARN®. Las
glicoproteinas y los glicolipidos contienen a los carbohidratos galactosa, manosa, fucosa y
glucosamina®, mientras que la envoltura contiene a los lipidos (la mayoria fosfolipidos),
que son derivados de la célula huésped.

En México, desde 1995 se usa una vacuna de virus inactivado en emulsién que se
elabora a partir de la cepa oficial que distribuye el gobierno (A/chicken/Hidalgo/1995); si
bien el uso de esta vacuna disminuye la presentacion de signos clinicos, no evita la
infeccién permitiendo que los virus de campo continten circulando en las granjas®.
También se usan vacunas recombinantes, la primera de viruela aviar que expresa antigenos
de H5 esta reduce los signos clinicos y disminuye la diseminacion del virus por cloaca y
tracto respiratorio®®, pero no protege totalmente contra la infeccion® y la segunda vacuna
recombinante del virus de la Enfermedad de Newcastle que expresa antigenos H5 de 1A,
La vacunacion es la mejor opcién de control contra el virus de 1A%, como se muestra en la
figura 1, la situacion de la IA en Mexico a partir de la vacunacion en algunos estados se ha

controlado la enfermedad, teniendo zonas de erradicacion y zonas libres.
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Campafia Nacional contra la Influenza Aviar

BN Libre (14)
[ ] Eradicacion (18)

Figura 1. Situacion de la IA en México (2007). La zona de erradicacion significa un area
geogréfica delimitada en la cual no existe evidencia seroldgica ni viral de la 1A y en la que
se ejercen estrictas medidas zoosanitarias tendentes a evitar la introduccion o
reintroduccion de la enfermedad, apoyandose en una completa y eficiente infraestructura
cuarentenaria y un adecuado sistema de vigilancia epizootiologia. La zona libre es un area
geogréfica determinada en la cual no se han presentado aislamientos virales o evidencia

serolégica de la IA o bien, han sido eliminados en un periodo especifico®®.

Impacto econémico

Desde su aparicion hasta la fecha la 1A ha causado grandes pérdidas econdmicas
alrededor del mundo, ejemplo de esto es que en lItalia entre 1999 y 2000 se presenté un
brote de IAAP el cual afectd a mas de 13 millones de aves®; mientras que en Holanda se

sacrificaron cerca de 30 millones de aves después de la aparicion de un brote de IA en el
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2003%. Por otro lado aproximadamente 42 granjas comerciales y 11 granjas de traspatio se
vieron afectadas por lo que se tuvieron que sacrificar a 17 millones de aves (90% de la

poblacién del &rea) en Canada ®®, lo que significé una pérdida de millones de délares.

JUSTIFICACION

El efecto terapéutico del FT ha sido demostrado en diversas enfermedades
infecciosas tanto en humanos como en animales, lo que indica que puede emplearse como
un inmunomodulador de bajo costo, que puede aplicarse para mejorar la respuesta inmune
que generan las vacunas inactivadas, tal como se demostr6 en un modelo de cerdos
vacunados contra Aujeszky (Calzada, 2000). Se eligié a la IA como modelo de estudio
debido a que en México comUnmente se emplean vacunas inactivadas para controlarla ya
que ésta sigue siendo un problema en la produccion avicola. Si se demuestra que el FTa
modula favorablemente algunos pardmetros inmunol6gicos después de la vacunacion
contra 1A, se pueden abrir las puertas para buscar mediante una valoracion inmunoldgica
detallada y pruebas de campo, el nimero de dosis, vias de administracion y edad en la que
se genere una mejor inmunomodulacion y en su caso evaluar la factibilidad de emplearlo
como un producto comercial no solo en la vacunacion contra IA, sino con algunos otros

productos bioldgicos para mejorar su efectividad.

HIPOTESIS
Dos dosis de factor de transferencia aviar (FTa) especifico aplicadas en aves por via

subcutanea junto con una vacuna emulsionada comercial contra IA mejoraran la respuesta
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inmune al aumentar la expresion del ARN mensajero para las citocinas IL2 e IFNy, asi

como la produccién de anticuerpos especificos contra 1A.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del FTa como inmunomodulador en la profilaxis contra IA en

aves vacunadas mediante la utilizacion de técnicas seroldgicas y moleculares.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Inmunizar aves contra IA mediante la aplicacién de una vacuna emulsionada
comercial y de FTa por via subcutanea, para obtener suero y el bazo de los animales
vacunados.

e Medir la cantidad de anticuerpos producidos por las aves inmunizadas contra 1A e
inmunoestimuladas con FTa mediante las técnicas ELISA e IH para determinar si el
FTa modula la RIH.

e Determinar si el FTa incrementa la expresion de IL2 e IFNy mediante el empleo de

RT-PCR para definir si hay impacto sobre la RIC.

MATERIAL Y METODOS
Animales:

La poblacion constd de 60 pollos de engorda comerciales, clinicamente sanos de 1
dia de edad de la linea Cobb, a los que se les proporciond alimento comercial y agua

potable ad libitum y se mantuvieron bajo las siguientes condiciones ambientales:
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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 estudio y se disminuyé a razén de 2°C
cada 5 dias hasta la edad de 20 dias".

Las criadoras se ubican en el animalario de la FMVVZ-UNAM del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia, que tiene una temperatura ambiental de 18.5°C + 1, una
humedad relativa de 45.5%, ventilacién continua por medio de 2 extractores, un ciclo de
iluminacion de 12 h: 12 h (L: O) que se proporciona por medio de 2 l[&mparas de luz blanca
de 38 watts cada una.

La vacuna que se empled es una vacuna emulsionada contra IA de uso comercial
aplicandose 0.5 mL por via subcutanea.

EL FTa que se utilizd, se elabord en el laboratorio de Virologia del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM, segun lo descrito por Bravo (2007) y se
inocularon 0.5mL por via subcutanea.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos como se muestra en el
cuadro 1:

Cuadro 1. Conformacion de los grupos para los diferentes tratamientos.

Grupo No. de animales FT Vacuna
FTa + Vacuna 15 f f
FTa 15 / —
Vacuna 15 — ./
Testigo 15 — —
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Los animales del grupo FTa + vacuna y FTa recibieron una primera dosis de FTa al dia
de edad y una segunda dosis al dia 10, en este Gltimo las aves de los grupos FTa + vacuna y
vacuna recibieron 1 dosis de vacuna comercial de IA. Se obtuvieron muestras de sueros a

los dias 10, 17, 24 y 31 de todas las aves de los cuatro grupos.

Obtencion del Suero

Se obtuvieron entre 0.5 y 1.0 mL de sangre, a partir de la vena radial siguiendo la
técnica descrita en el manual de AVMA', la muestra se tomé sin anticoagulante,
posteriormente se centrifugd a 500 x g. durante 5 minutos para obtener el suero, el cual se
retird y almacend en microtubos de 1.5 mL a -25° C. Las muestras se utilizaron para la

realizacion de las técnicas de IH y ELISA.

Determinacién de Anticuerpos
La deteccidn de anticuerpos se realizé mediante dos técnicas:
1. Inhibicién de la Hemoaglutinacion (1H)

En una microplaca de 96 pozos de fondo en U, se hicieron diluciones dobles
seriadas del suero en 10 pozos (1:2 a 1:1024), de la siguiente manera: se agregaron 25 ul de
PBS en todos los pozos, después se agregaron 25 pl de suero al primer pozo, se
homogenizo, se realizaron las diluciones dobles siguientes y se desecharon 25 pl del dltimo
pozo. Se agregaron 25 pl de virus a todos los pozos; el virus se estandariz6 en 4 Unidades
Hemoaglutinantes (UHA). Se agregaron 25 pl de una suspension de eritrocitos de ave al 1.0
% a todos los pozos. Se agitd suavemente la placa, se dejo incubar a temperatura ambiente
y se realizo la lectura a los 30 y 45 minutos. Se tuvieron pozos testigo a los cuales se les

agregaran 50 ul de PBS y 25 ul de la suspension de eritrocitos de ave al 1%. Se realizo la
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lectura final cuando los eritrocitos de los testigos y del control del virus se sedimentaron
para formar un boton bien delimitado. El punto final se obtuvo cuando en la dilucion méas

alta del suero se observé el 100% de inhibicion de la hemoaglutinacion.

2. ELISA

El principio de esta prueba es el uso de anticuerpos anti IgG de pollo/pavo marcados
con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad enzimatica; se
produce una coloracion observable a simple vista al agregar un sustrato especifico para la
enzima, que se puede cuantificar mediante el uso de un espectrofotometro. EI ELISA que se
utilizé para este experimento es el paquete para la deteccion de anticuerpos contra el virus
de la Influenza Aviar'

Se realizd una dilucion del suero 1:500 con el diluyente de muestras antes de
efectuar el analisis. Se utilizaron placas de 96 pozos de fondo plano; se agregaron 100 pl de
la muestra diluida en los pozos correspondientes, se dejaron incubar 30 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se realizaron cinco lavados de los pozos con 350 pl
de agua destilada. Se agregaron 100 ul de conjugado anti-pollo/anti-pavo: peroxidasa de
rabano a cada pozo., se dejo incubar 15 minutos a temperatura ambiente; se realizaron los
lavados correspondientes y se agregaron 100 ul de la solucion de substrato TMB en cada
pozo, dejandose incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Para terminar la
reaccion se agregaron 100 ul de la solucion de frenado en cada pozo y se leyo la

absorbancia en un lector de placas con un filtro de 650 nm.

' FlockChek TM, IDEXX Laboratories, Inc. Westbrook, ME 04092 USA
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Evaluacion de la expresion de citocinas
Obtencion de Bazo

Al dia diecisiete de edad de manera aleatoria se seleccionaron a 5 pollos de cada
grupo, se obtuvieron 80 mg del bazo de cada uno, se maceraron, se recolectaron en
microtubos de 1.5 mL con 500 pl de Trizol"® y se conservaron a -80°C hasta su
utilizacion.

El método de sacrificio de las aves fue por dislocacion cervical de acuerdo con las
especificaciones del manual de manejo de animales de laboratorio™ y la NOM-062-ZOO-

1999,

Obtencién de ARN vy realizacion de RT-PCR

Se realizé la extraccion de ARN de cada una de las muestras de bazo siguiendo el
protocolo que marca el laboratorio que produce Trizol"'®. EI ARN total se transcribié a
ADN copia (ADNc) usando una transcriptasa reversa MMLV-RT y un oligo dTV
mediante el siguiente protocolo:

La muestra de ARN se centrifugd a 14,000 x g/20 min., se retir6 el sobrenadante, el
sedimento se resuspendié en 500 ul de etanol al 80% en agua dietil pirocarbonato (DEPC),
posteriormente se centrifugd a 3,300 x g/6 min., se retiro todo el etanol, la pastilla de ARN
se secd a temperatura ambiente, se cuantificé en un biofotémetro de la marca Eppendorf <.
Posteriormente a 3 ng de RNA contenidos en 13 pL de agua dietil pirocarbonato (DEPC),

se afiadieron 2 pL del oligo dT (0,5 pg/puL), se incub6 a 65°C/10 min., y posteriormente a

" Invitrogen Corporation 1600 Faraday Ave. Carlsbad, CA 92008.

" Molecular Research Center, Inc. 5645 Montgomery Rd. Cincinnati, Ohio 45212 USA.
"V Invitrogen Corporation 1600 Faraday Ave. Carlsbad, CA 92008.

V' 5'-pd (T) 1215 Invitrogen Corporation 1600 Faraday Ave. Carlsbad, CA 92008.

V! BioPhotometer 6131 Eppendorf AG Barkhausenweg 1 22339 Hamburg Deutschland.
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4°C/5 min. Se agregaron 15 puL de la mezcla de reaccion (agua DEPC, 6uL solucion
amortiguadora 5X, 200 U M-MLVRT, 1,2 uL dNTP’s 400uM, 3 uL DTT 100mM) y se

incubo a 37°C/1 hora y a 95°C/5 min.; terminada la reaccion se centrifugd 5 segundos y se

resuspendi6 en 20 pL de agua DEPC.

Determinacion de la expresion de citocinas.

Para la amplificacion del ARNm de las diferentes citocinas se utilizaron los iniciadores

descritos en el cuadro 2.

Cuadro 2. Descripcion de los iniciadores utilizados para la deteccion del ARNm.

INICIADORES Peso molecular
R-actina (582 pb)
e 5" CCCTGAAGT ACCCCATTG AAC ACG
e 3’ CCT CGG GGC ACC TGAACCTCT
IFNy (Loza, 2003) (702 pb)
e 5 GTG AAG AAG CTG AAA GAT ATC ATG GA
e I GTCTTGCGCTGGATTCTCA
IL2 (Rothwell, 2004) (469 pb)
e 5" TTG GAA AAT ATC AAG AAC AAGATTCATC
¢ 3’ TCCCAG GTAACACTGCAGAGTTT

Para verificar que la extraccion del ARNm y la obtencion del ADNc se realizo
exitosamente, primero se busco la expresion del gen de B actina, ya que este es un gen

constitutivo, lo que significa que se esta generando un control positivo para la extraccion.
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para B actina se realizd en un volumen
de 25 uL: 2,5 uL. de ADNc, 0,05mM de MgCly, 200 uM de dNTP’s, 0,2 uM de iniciador
B-actina 5” e iniciador B actina 3" y 1U de Taq polimerasa, en las siguientes condiciones de
amplificacion: 30 ciclos de 94°C/45 segundos, 60°C/45 segundos, 72°C/90 segundos y 1
ciclo de 72°C/7 min.

Se procedio a la determinacion del IFNy y la IL2; para el ARNm de IL2 se utilizaron las
condiciones de amplificacion y los iniciadores descritos por Loza (2003) en un volumen de
25 uL: 2,5 uL de ADNc, 2,5mM de MgCl,, 200uM de dNTP’s, 0,8 uM de cada iniciador,
gelatina molecular al 0,001% y 1U de Taqg polimerasa, con las siguientes condiciones para
su amplificacion: 75 segundos a 92 °C, 30 ciclos de 45 segundos a 92 °C, 60 segundos a 50
°C, 60 segundos a 72 °C y un ultimo ciclo de 7 minutos a 72 °C.

Para IFN-y se emplearon los iniciadores y condiciones citados por Rothwell y col.
(2004) con las siguientes modificaciones: en un volumen de 25 uL: 2,5 uL de ADNc, 2 mM
de MgCl,, 200uM de dNTP’s, 0,2 uM de cada iniciador y 1U de Taqg polimerasa, con las
siguientes condiciones: 2 minutos a 94 °C, 36 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a
53 °C, 90 segundos a 73 °C y un ultimo ciclo de 7 minutos a 72 °C. Posteriormente se
registraron y contabilizaron los resultados de las expresiones, como presencia y ausencia de
la banda correspondiente a cada citocina.

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis zonal en un gel de agarosa al 1% a
90 volts durante 45 minutos, se utilizé el marcador de peso Kb, se tifieron con bromuro de

etidio al 0.01% y se visualizaron en un fotodocumentador“"

V! Gel Logic 2000 Imaging System. Bio-Rad Laboratories 1000 Alfred Nobel Drive Hercules, CA 94547
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RESULTADOS

Para la prueba de IH de utilizé el andlisis unilateral de la varianza por jerarquias de Kruskal
— Wallis para los tratamientos en los diferentes dias de edad, teniendo como resultado que
el tratamiento de FT + vacuna es diferente (P < 0.05) a los demas tratamientos, ya que se
encontro el valor medio mayor (titulo de 139) con respecto a los otros tratamientos (ver
cuadro 3). Para la prueba de ELISA los resultados de la DO se transformaron a titulo de

kY "3 los datos transformados se les hizo un

anticuerpos mediante el programa Xchec
andlisis de varianza dando como resultado que al dia 31 hay una diferencia altamente
significativa entre tratamientos (P<0.001), donde el tratamiento de FT + vacuna y el de
vacuna tuvieron los mayores valores y fueron diferentes (P < 0.001) con respecto a los

tratamientos de FT y el testigo (ver cuadro 3), también se observa en ambas pruebas que el

grupo de FT + vacuna es diferente al grupo de vacuna (figura 2 y 3).

Cuadro 3. Resultados de los diferentes tratamientos.

D i A S
10 17 24 31
Tratamiento IH ELISA IH ELISA IH ELISA IH ELISA
Testigo 83 2534 91 2431 84 2399 80° 2365°
FT 80 2382 75 2453 64 2373 852 2372°
Vacuna 75 2371 64 2394 115 3070 116" 24074°
FT +Vacuna | 101 2389 96 2398 83 2734 139° 38100°

D¢ L iterales distintas significan valores estadisticamente diferentes.

VIl DEXX Laboratories, Inc. Westbrook, ME 04092 USA
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PCR
A las muestras de bazo se les realiz6 el PCR para B actina, y todas resultaron positivas
(figura 4). Los resultados para las citocinas IL2 e IFNy no dieron ninguna diferencia

estadistica significativa (P > 0.05) ver figura 5.

Figura 4. Producto de PCR de B actina, carril 1: marcador de peso, carril 2: control positivo,
carril 3: FT + vacuna, carril 4. FT, carril 5: vacuna, carril 6: testigo y carril 7: control
negativo.

A)
Interferon y Positivos | Negativos Interleucina 2 | Positivos | Negativos
FT 1 4 FT 1 4
Vacuna + FT 1 4 Vacuna + FT 1 4
Vacuna 0 5 Vacuna 0 5
Testigo 0 5 Testigo 0 5
C)
5 | 2 3 4 5
L "

Figura 5. Resultados de la expresion del ARNm para IFN ye IL2 A) Total de muestras
positivas a la expresion del ARNm de ambas citocinas por grupo. B) Producto de PCR para
IFN y: carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control positivo, carril 3: FT +
vacuna, carril 4: FT, carril 5: control negativo. C) Producto de PCR para IL2: carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: control positivo, carril 3: FT + vacuna, carril 4: FT,
carril 5: control negativo.
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DISCUSION

Se encontr6 que el FTa aplicado al mismo tiempo que la vacuna inactivada de 1A
aumenta los niveles séricos de anticuerpos a los 21 dias posinmunizacion (31 dias de edad),
tanto en IH (P<0.05) como en ELISA (P<0.001). En la prueba de IH, aunque la diferencia
entre los animales del grupo de FTa + vacuna (titulo de 139) es estadisticamente
significativa (P<0.05) con respecto a los animales del grupo que solamente recibio la
vacuna (titulo de 116) se hubiera esperado un aumento mayor a 2 logaritmos para
considerar que hubo seroconversion, desde el punto de vista diagnéstico; sin embargo, al
realizar la prueba de ELISA se observa la misma tendencia mostrada por la técnica de IH,
encontrandose una diferencia significativa mayor (P<0.001) entre los animales del grupo
vacunado (titulo de 24074) con respecto a los animales del grupo que recibi6é FTa + vacuna
(titulo de 38100). Algunos estudios coinciden con nuestros resultados, en donde se
demuestra que el FT produce un aumento en la respuesta humoral tal es el caso de Ascher y
col. (1973) que reportaron un paciente con deficiencias en el cambio de isotipo de las
celulas B tratado con FT, en el que se observo un aumento de la produccion de 1gG y una
disminucién de la IgM”. Asi mismo, en un estudio realizado por Valderrabano et al. (2008)
en el que se evalud la produccién de anticuerpos en ratones Balb/c inmunizados con
extractos dializables leucocitarios (DLES) y ovoalbumina (OVA) en diferentes dias (0, 14,
21 y 28 dias), donde se vio que al dia 28 los animales que reciben OVA y DLE’s generan
una mayor produccién de 1gG contra el antigeno™.

El aumento de anticuerpos hasta las tres semanas posvacunacion era lo esperado ya
que se empled una vacuna inactivada y coincide con lo reportado por Trani et al. en donde
empleando la prueba de ELISA los titulos de anticuerpos aumentan a los 14 dias y alcanzan

su méximo a los 21 dias posvacunacién’; asi como con lo publicado por Swayne et al. que
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demuestran que una vacuna inactivada de IA produce ente el 90 y 100% de respuesta de
anticuerpos (medidos por IH y PAG) a las 3 semanas posvacunacion’®, aunque se sugiere
hacer un estudio en donde se hagan mediciones por méas tiempo para poder determinar si el
aumento de anticuerpos se mantiene 0 en su caso se incrementa o disminuye.

No existen reportes en aves que demuestren que el FTa aumente los niveles de
anticuerpos, por lo que este es un hallazgo importante que abre un campo nuevo del
conocimiento sobre el papel de FTa en la modulacion de la respuesta humoral, aun cuando
esto no demuestra una proteccion contra el desafio. Debido a que los anticuerpos juegan un

papel importante en la neutralizacion viral’"®7%8

, Se necesita un estudio en el que se
determine si el FTa aplicado en aves puede aumentar los niveles de IgA secretora ya que es
importante para la proteccion en mucosas, para demostrar si hay coincidencias con lo
reportado por Hernandez (2008), en donde se analizaron sueros obtenidos de 80 ratones
Balb/c infectados por via intratraqueal con M. tuberculosis H37Rv y tratados con
quimioterapia convencional en combinacion con factor de transferencia murino, y se
demostré que el FT aumenta los niveles séricos de IgA secretora a los 60 dias pos
infeccion®'. Ademas, es conveniente un estudio de desafio con IABP para determinar si en
los animales inmunizados con vacuna inactivada y FTa se disminuye la excrecién viral.
Finalmente, el hecho de que el FTA aumente la respuesta de anticuerpos, podria
favorecer a la respuesta celular, hallazgos recientes muestran claramente el efecto de la
presencia de los anticuerpos sobre los procesos de activacion de los linfocitos T, ya que se
ha observado que el desarrollo de una respuesta celular de memoria contra
microorganismos intracelulares de géneros como Chlamydia y Mycobacterium requiere del

establecimiento de una respuesta humoral generadora de anticuerpos especificos que

modulen los procesos de activacion de células Thl via receptores Fc (FCR) presentes en
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células presentadoras de antigeno (APCs), facilitando asi la captura y procesamiento del
patdgeno y la presentacion de antigenos para elevar la eficiencia de la respuesta inmune
celular®,

Los titulos de anticuerpos encontrados a lo largo del experimento en los animales
sin vacunar, no coinciden con lo descrito por Ganaphaty et al. y Natour et al®® quienes
reportan una disminucion dréstica del nivel de anticuerpos maternos entre el dia 7 y el 14
de edad, sin embargo Sahin et al. (2001) en un estudio realizado para detectar anticuerpos
contra Campylobacter jejuni reportan que del dia 1 al 7 de edad hay una disminucién
dréastica del titulo de anticuerpos, pero durante los dias 14, 21 y 28 se mantiene un nivel
bajo de estos™. Se cree que el nivel de anticuerpos del grupo testigo en nuestro estudio se
puede deber a un alto titulo de anticuerpos maternos, que es una caracteristica de las lineas
de produccién mexicanas debido a la constante vacunacién®®, ademas de que la procedencia
de los animales es del estado de Morelos, zona en la que a las reproductoras se les mantiene
bajo una constante inmunizacion y ademas existe una alta prevalencia del virus de |ABP.
En este trabajo la primera determinacion de anticuerpos se hizo en el dia 10 para los cuatro
grupos asumiendo que la disminucion de anticuerpos seria la misma entre todos ellos y en
los resultados esto se demostré al no encontrarse diferencias en el titulo de anticuerpos
entre los cuatro grupos; consideramos que el tener un titulo de anticuerpos mayor a cero en
el grupo testigo no influye en nuestros resultados debido a que hubo diferencia estadistica
entre el grupo testigo y los grupos vacunados a partir del dia 24 (15 dias pos vacunacion).

Auln cuando no se conoce exactamente cual es el mecanismo inmunomodulador del

13,17,26,87,88

FT se sabe que aumenta los niveles de algunas citocinas como la IL2*%, IFN y y

factor de necrosis tumoral o (TNFa)'”®’. Con base en estas evidencias se buscé medir la
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expresion de IFNy e IL2 en este trabajo; sin embargo no fue posible demostrar el aumento
en estas citocinas en los animales tratados con FTa (P > 0.05), ain cuando los unicos
grupos que las expresaron fueron los de animales tratados con el FTa; las causas posibles
de la baja expresion de estas citocinas pueden ser: ademas del pequefio tamafio de muestra,
la edad de los animales, ya que en un trabajo previo en el que se demostré que el FT
aplicado en aves aumento la presencia de estas citocinas, las aves tenian entre 8 y 12 dias
de edad®® y en nuestro estudio tenfan 17 dias de edad; otra causa pudo ser que al momento
de tomar la muestra para de bazo para el RT PCR ya no se estuviera expresando el ARNm
de estas citocinas por lo que en otros estudios se sugiere medir los niveles séricos de las

citocinas mediante pruebas de ELISA.

CONCLUSIONES

Tanto en la prueba de IH como en la de ELISA se encontré que el FTa aumenta los
niveles de anticuerpos a los 21 dias pos vacunacion (P<0.05 y P<0.001 respectivamente)

No se encontraron diferencias en la expresion de IFN y e IL2 en los animales
tratados con FTa.

Para demostrar el efecto inmunomodulador del FTa se sugiere hacer otros estudios
en los que determine: a) los niveles de anticuerpos séricos y en mucosas durante un tiempo
mas prolongado, b) la expresion del RNAm de citocinas (IL2 e IFNy) en bazo y los niveles

de IFNy en suero en un periodo mas corto y empleando un mayor nimero de animales.
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