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INTRODUCCION.

La neumonitis por hipersensibilidad secundaria a la exposicion de antigeno
aviario (NHAA) es una patologia frecuente dentro del grupo conocido como
enfermedades intersticiales pulmonares y caracterizada por una respuesta
inmune (RI) especifica a distintos componentes organicos de diferentes aves,
principalmente pichones, pericos australianos, canarios, entre otras. La
enfermedad de mas prevalencia en México es la originada por la exposicion a

palomas.

En el desarrollo de la enfermedad se han descrito algunas anormalidades
inmunoldgicas e histopatolégicas como son hipergammaglobulinemia,
presencia de complejos inmunes circulantes, factor reumatoide asi como el
infiltrado  inflamatorio pulmonar constituido por macrofagos, células

multinucleadas, células plasmaticas, linfocitos T y B.

En la NHAA parecen estar involucrados factores genéticos y ambientales y se
ha mencionado la posibilidad de que algunas infecciones de tipo viral se
asocien a la fisiopatogenia de la NH, que pueda promover o participar en el
desarrollo clinico de la enfermedad, por lo que en este estudio se propone al
virus Epstein Barr (VEB) como posible contribuyente de las alteraciones de la

respuesta inmune y cambios histopatolégicos de la enfermedad.



Introduccion

Entre los datos mas importantes que caracterizan al VEB, y que podrian

explicar la asociacion con la fisiopatogenia de la NH son:

» Es un herpesvirus que infecta a gran porcentaje de la poblacion humana.

» Se ha reportado que el VEB infecta y se replica en el tracto respiratorio
inferior, sitio en el que se desarrolla la NHAA.

» Este virus es considerado como un activador policlonal de células B, y
esto es una caracteristica que puede ocurrir en pacientes con NHAA.

» El VEB induce la produccion de factor reumatoide, y esta alteracion es
frecuente en NHAA, ademas de que se ha reportado que estos
autoanticuerpos inducen la activacion del VEB en las células B

infectadas por este virus.

En este estudio se busco la presencia del virus Epstein Barr por el método de
PCR, en células mononucleares (CMN) de pacientes con NHAA y contactos
asintomaticos (CA) que nos permitird tener indicio de si en conjunto con la
exposicion a Ag’s exdgenos derivados de las aves, la infeccion por VEB pueda
ser un factor de predisposicion y/o de susceptibilidad para el desarrollo de una

mayor alteracion de la respuesta inmune de la NHAA.
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I. MARCO TEORICO

1. NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD A ANTIGENO AVIARIO (NHAA).

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) o alveolitis alérgica extrinseca
constituye un grupo heterogéneo de desoérdenes inflamatorios caracterizados
por un dafio que afecta principalmente el tejido intersticial pulmonar, y el cual

aparece después de la exposicion a diversos antigenos extrinsecos [1].

La entidad clinica debida a la exposicion a antigenos aviarios (AA) se ha
denominado también enfermedad del criador de aves, y es diferente a otro tipo
de trastornos generados por otros antigenos, como el pulmén de granjero, que
es causado por actinomicetos termofilicos como Saccharopolyspora rectivirgula
(SR). Por lo anterior, se ha establecido que estas enfermedades son de tipo

ocupacional o ambiental.

Estudios en biopsias pulmonares y liquido de lavado broncoalveolar y otras
muestras bioldégicas de pacientes con NHAA han confirmado depdsitos
intersticiales de inmunoglobulinas, complemento, y antigenos aviarios (AA) en
forma aislada 6 formando parte de complejos inmunes, y ocasionalmente se
acompafia de broncoalveolitis obstructiva. Los hallazgos caracteristicos
consisten en intensos infiltrados inflamatorios de células mononucleares en los
alvéolos vy espacios intersticiales compuestos de linfocitos, células

plasmaticas, macrofagos y células gigantes. A medida que la enfermedad
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progresa, los infiltrados de células mononucleares son acompafados de

granulomas, y varios grados de fibrosis intersticial [2].

1.1 ANTIGENOS RESPONSABLES O ETIOLOGICOS

Las fuentes de antigenos que causan la NH son diversas. En particular la
NHAA es causada por la inhalacion de antigenos organicos de origen aviario
(pichones, pericos australianos, canarios y otras aves), la enfermedad mas

comun en México se presenta por la exposicion a palomas [3,5].

Los antigenos definidos por los anticuerpos séricos de pacientes con la
enfermedad del criador de aves o con antecedentes de exposicion aviar se han
identificado y aislado de los sueros de palomas, mucosa intestinal, excremento
y del polvo de descamacion del plumaje, sugiriendo asi a estos componentes

como Ag con propiedades fuertemente inmunogénicas [6].

La albumina y las gammaglobulinas aviarias se han demostrado como
antigenos en los sueros aviarios. Sin embargo, en los ultimos afos la atencion
se ha centrado principalmente en el material antigénico derivado de las
secreciones de la mucosa intestinal de paloma, tales como IgA y mucina
intestinal de paloma, las cuales a su vez pueden encontrarse en las heces o

depositadas en las plumas de las aves.

Dentro de esta amplia variedad de antigenos, también se ha descrito a los
polvos finos que se generan de la descamacion de las plumas que consisten en
aplanadas células epidérmicas escamosas queratinizadas de las aves, que son

facilmente depositados en las manos y prendas de vestir durante la
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manipulacion de las aves, la exposicion sostenida e inhalacion de estos polvos
inducen los mecanismos inmunoldgicos implicados en la patogenia de la NHAA

7.8].

1.2 INMUNOPATOGENESIS

El desarrollo de la enfermedad depende del tipo, intensidad y duracién de la
exposicion al antigeno, asi como de la susceptibilidad del hospedero y la
respuesta inmunologica que se origine a partir de ello. Es asi que el desarrollo
clinico de la enfermedad esta clasificado como forma aguda, subaguda y

cronica.

La patogenia de la NH es una reaccion de hipersensibilidad contra los
antigenos inhalados con la implicacién de ambos componentes efectores de la

respuesta inmune, es decir la parte humoral y la celular [9].

1.2.1 Anticuerpos

La alta produccion de anticuerpos anti-Ag aviarios (AAA) IgG, IgA e IgM han
sido encontrados en pruebas de precipitacién, lo cual indica la exposicion
intensa al AA. Dichos anticuerpos participan en los diferentes mecanismos que
favorecen la lesion tisular sin embargo, también se ha descrito la presencia de
AAA en algunos individuos que han estado en contacto con aves y que no

desarrollan la enfermedad.
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Niveles elevados de estos isotopos de anticuerpos acompafados de otros
signos y sintomas parecen ser Utiles para el diagnostico diferencial de NHAA
de otros trastornos intersticiales pulmonares. De hecho, AAA IgG positivos y
altos niveles de IgA parecen separar a individuos con la enfermedad del criador

de aves de contactos asintomaticos [9,10].

Los anticuerpos participan en la formacién de complejos inmunes (CI) y
distintos trabajos demuestran que los Cl pueden mediar la reaccién de

hipersensibilidad y contribuir a la patogénesis de la enfermedad aguda.

Por otra parte, es importante sefialar que se han descrito inmunoglobulinas con
actividad de factor reumatoide (FR) las cuales son autoanticuerpos dirigidos
hacia la fraccion Fc de IgG y que participan en los procesos patologicos de la
inflamacioén, la produccion elevada de estos autoanticuerpos de isotopos IgM,

IgG e IgA es frecuente en el 30-50% de los pacientes con NHAA[19].

1.2.2 Linfocitos

Los linfocitos activados llegan a localizarse en la submucosa de las vias
respiratorias y en los espacios intersticiales y alveolares del parénquima
pulmonar en respuesta a la inflamacion inducida por los antigenos. En la
patogénesis de la NHAA, estos mecanismos immunofisiolégicos inducen la

sensibilizacion inicial de las personas a antigenos aviarios, sin embargo la
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inmunopatogenia de NH en particular involucra la inmunidad celular en el que

los macrofagos vy linfocitos T desempefian un papel central.

Estudios realizados han mostrado células T CD4+ en lavados
bronquioalveolares poco después de la exposicion a los antigenos, pero en la
mayoria de los pacientes con NH las células T CD8+ predominan mas tarde [4],
aunque las vias de induccion o la modulacion de estos en la lesion pulmonar en
hipersensibilidad no se conocen con precision. En la enfermedad se puede
incrementar la secrecion de citocinas pro-inflamatorias que promueven la
adhesion y la quimiotaxis de linfocitos T adicionales. Ademas, los linfocitos T
cooperadores o células T CD4 + son necesarios para activar a los linfocitos B y

a células T mediadoras de las reacciones inmunes [27].

Las citocinas proinflamatorias derivadas de células T CD4 + reclutan y activan
a monocitos vy linfocitos y prolongan la respuesta inflamatoria en el pulmon.
Estas reacciones inmunes inducen la formacion de granulomas y activan a los
macrofagos para elaborar los factores de crecimiento que estimulan la
proliferacion de fibroblastos y la sintesis de colagena que resulta en fibrosis

intersticial que caracterizan a la fase subaguda y cronica de la NH [2].

Por otra parte, la union de los anticuerpos y AA forman complejos inmunes los
cuales pueden iniciar la cascada del complemento [11], y el C5 resultante
promueve la activacion de macréfagos tanto alveolares e intersticiales quienes
a la vez secretan quimiocinas y citocinas que primero atraen a los neutrofilos y
horas después atraen y activan a los linfocitos T y a monocitos quienes

posteriormente inducirdn la NH subaguda y crénica.
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1.3 FACTORES DE SUSCEPTIBILIDAD PARA EL DESARROLLO DE NH

La NH es una enfermedad multifactorial a la que también se le atafien factores

ambientales y de susceptibilidad genética de los individuos (tabla 1).

Constitucion del individuo Ambientales

Edad Exposicion a varios antigenos
Haplotipos HLA Concentraciones de antigeno
Citocinas

Polvo (tamafio de particula)

Polimorfismo ) )
Infecciones virales

LPS bacteriano y glucanos de hongos

Tabla 1. Algunos factores constitucionales y ambientales que pueden afectar la
susceptibilidad al antigeno y al desarrollo de la NH. Tomado de McSharry C 2002.

Estos factores, entre otros, pueden estar involucrados en la patogenia, la NH
es una enfermedad que guarda una estrecha asociacién con la inhalacién de
antigenos en el ambiente por lo que la combinacién de la susceptibilidad a la
exposicion del antigeno aviario mas la inhalacion de particulas organicas
dispersas en el aire que se respira podrian actuar como coadyuvante o en
forma sinérgica para desencadenar el cuadro de inflamacién que se observa en
los pacientes con NH. Se ha asumido que esto obedece a diferencias

individuales que hace que algunas personas sean mas susceptibles que otras.
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Otro factor que afecta es el tabaquismo, ya que la produccion de anticuerpos a
los antigenos inhalados se inhibe en fumadores y es reversible en los ex-
fumadores, por lo que se ha propuesto que la aparicion de NH es menos

comun en pacientes con historia de tabaquismo [4,12,13].

1.4 FACTORES VIRALES EN NH

Una de las primeras investigaciones en infecciones virales asociadas a NH
implico un modelo experimental en ratones retados con el virus Sendai, en el
cual se observo que este producia cambios considerables en la patologia de la
enfermedad que se caracteriza en una respuesta inflamatoria mas severa

secundaria a la exposicion a Saccharopolyspora rectivirgula(SR) [14].

Un estudio posterior del mismo grupo de investigadores [14] demostré que una
infeccidbn con virus sincitial respiratorio (VSR) en ratones, previa a la
adquisicion de NH inducida también por SR, podia expresar una mayor
respuesta inflamatoria granulomatosa en comparacion a ratones expuestos a

solo a SR es decir, la infeccion por VSR acentla la respuesta Thl a SR.

También se han identificado mediante PCR la presencia de virus respiratorios
comunes en lavados broncoalveolares obtenidas de pacientes con NH aguda,
dentro de los cuales se muestra la mayor prevalencia del virus de la influenza A

con respecto a otros como adenovirus, coronavirus y parainfluenza tipo 3.

Estas infecciones estan presentes en las vias respiratorias bajas, sitio en el que

ocurre la reaccion de hipersensibilidad en los pacientes con NH [15].
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Todas estas observaciones sugieren que es posible que una infeccion viral
pueda contribuir al desarrollo de la enfermedad. Los individuos infectados
pueden desarrollar manifestaciones clinicas mas intensas de NH, debido al
incremento en la inflamacién mediada principalmente por la activacion de los
macréfagos alveolares y por lo tanto la aceleraciébn en la formacion del

granuloma.

Se ha sefialado también que una infeccion viral en las aves puede ser un factor
mediante el cual se puede adquirir la enfermedad ya que se ha detectado
particulas virales del circovirus aviario en sangre, macréfagos, contenidos
intestinales asi como en otro tipo de excretas y secreciones de las aves, que
pueden explicar la hipersensibilidad originada en los pacientes con NHAA,
debido a esto el circovirus aviario puede comportarse como un tipo de Ag de
tipo viral que puede comportarse como un factor desencadenante o participar

en el mecanismo patogénico de la NHAA [16].

10
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2. VIRUS EPSTEIN BARR Y POSIBLE ASOCIACION CON NHAA

El virus Epstein Barr (VEB) es un herpesvirus linfotrépico que infecta a gran
parte de la poblacion, este permanece latente en las células B quienes son su
principal blanco de infeccion durante toda la vida después de la primoinfeccion

[17].

La forma de transmisién del VEB es la infeccidn inicial de las células epiteliales

de la orofaringe y posteriormente los linfocitos B del tejido linfoide adyacente.

El VEB es un herpesvirus ubicuo que se ha asociado con un numero de
enfermedades. Estas incluyen la enfermedad linfoproliferativa de células B, el
linfoma de Burkitt, enfermedad de Hodgkin, y carcinoma nasofaringeo. Aunque
normalmente este virus se asocia con infeccion de las vias respiratorias
superiores y linfocitos B, el VEB también infecta y se replica en el tracto
respiratorio inferior, sitio donde se desarrolla la hipersensibilidad en pacientes

con NHAA [18].

La existencia de datos indirectos 6 circunstanciales que pueden explicar la
posible participacion del VEB en la NHAA son, entre otros, la presencia de
hipergammaglobulinemia( excepcion de IgE) y factor reumatoide (FR) en la
NHAA, ya que se ha reportado que el FR puede estimular a las células B
infectadas por VEB e inducir la activacion del virus [24], lo que sugiere una
persistente estimulacion de la respuesta inmune contra el VEB y la posible

potencializacion de la manifestacion clinica de NHAA.

11
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Las observaciones clinicas y experimentales han sefialan que la presencia de
FR puede jugar un papel significativo en la inmunoregulacién de la NHAA,
particularmente durante la respuesta humoral y contribuir en el desarrollo de la
enfermedad a través de diferentes mecanismos patogénicos entre ellos la

formaciéon de complejos inmunes [18].

Existe una interesante asociacion entre el FR y el desarrollo de diversas
patologias de origen infeccioso e inmunoldgicas, entre estas las
enfermedades pulmonares inflamatorias como la NH, en la que un proceso
infeccioso originado por el VEB puede ser participe de los mecanismos

inmunopatoldgicos.

12



IL.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La NH es una enfermedad multifactorial y compleja en términos de su etiologia
y fisiopatogenia, ademas del gran nimero de antigenos derivados de las aves
se ha estudiado poco la contribucion de agentes de tipo viral cuyos
mecanismos inmunoldgicos pueden asociarse para conllevar un dafio pulmonar
mas intenso en la NH, esto puede ser favorecida por el proceso infeccioso del

VEB.

Algunos datos que pueden sugerir la participacion del VEB en la NHAA son la
presencia hipergammaglobulinemia y factor reumatoide (FR) en NHAA,
alteraciones que también han sido reportadas en patologias asociadas a
infecciones por el VEB. Ademas se ha propuesto que el VEB induce la
produccion de FR y este a su vez puede inducir la activacion del VEB en
células B infectadas por este virus, originando asi una RI persistente y una

potencializacion en los mecanismos inmunoldgicos para el desarrollo de NHAA.

Con base a estas observaciones el presente estudio pretende obtener
evidencia de si la existencia de una infeccién por VEB en pacientes con NHAA
y CA, puede ser un factor de susceptibilidad para una mayor manifestacion

clinica de la enfermedad.

13



III. HIPOTESIS

La infeccion por el virus Epstein Barr constituye un factor de predisposicion y/o
de susceptibilidad para el desarrollo de una mayor manifestacion clinica en la

neumonitis por hipersensibilidad a antigeno aviario.

IV.OBJETIVO GENERAL

Establecer si la infeccion por el virus Epstein Barr puede estar asociada con
una potencializacion en los mecanismos inmunolégicos implicados en la

patogenia de la neumonitis por hipersensibilidad a antigeno aviario

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la presencia del virus Epstein Barr en CMN de pacientes con NHAA y

contactos asintomaticos (CA) mediante PCR punto final.

Establecer las condiciones experimentales para la determinacion del virus

Epstein Barr.

14



V. METODOLOGIA
5.1 ESQUEMA DE TRABAJO

Sangre
periférica de
pacientes con
NHAA y CA

Obtencion de CMN
por gradiente de
densidades con
Ficoll-Hiypaque

Infeccion in vitro
con VEB

Separacion de 5X104,
1X105, 2.5X105, 5X10°,
7.5X105%, 1X108células

Extracciéon de ADN

PCR para GAPDH

Separacion de
productos por
electroforesis

Sl
Amplificado

PCR para VEB
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Proceso para el analisis de muestras de pacientes con NHAA y CA

Proceso para la realizacion de la curva de deteccion del VEB
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5.2 PACIENTES Y CONTROLES

Se estudiaron dos grupos de 20 sujetos cada uno. El primero, pacientes con
NHAA vy el segundo, contactos asintomaticos (CA) quienes presentaron un

antecedente de contacto similar a aves al igual que los pacientes con NHAA.

5.3 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES (CMN)

Fueron recolectados 4ml de sangre periférica en tubos con anticoagulante
EDTA, a patrtir de las cuales se separaron las CMN por el método de gradiente
de densidad con Ficoll-Hypaque (lymphoprep densidad 1.077 g/ml), las CMN
obtenidas fueron lavadas con PBS 1X pH 7.2 estéril centrifugando a 1100 rpm
durante 10 minutos (2 veces). Se realizé un conteo para obtener 1x10 °® células
a las cuales posteriormente se les extrajo ADN. Las células restantes fueron

designadas para la transformacion con VEB.

5.4 TRANSFORMACION DE LINFOCITOS B CON VEB

La fraccidn designada de CMN para la transformacion de linfocitos B con VEB
fue resuspendida en 1 ml de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) (Gibco,USA), penicilina/estreptomicina al 1% vy
glutamina 4 mM, al cual se le agrego 500ul de un sobrenadante de VEB
previamente obtenido de células Marmoset (clona B95-8), se incubd a 37 °Cy
5 % de CO; a las 24 horas se adiciond fitohemaglutinina (PHA) (Sigma, USA)
1:100 (en RPMI). Los linfocitos transformados por VEB fueron cultivados en

medio RPMI 1640 realizando cambios continuos hasta los 30 dias que fueron
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recolectados, posteriormente fueron lavados con PBS 1X centrifugando a
1200 rpm 5 min (2 veces) y se realizé cuenta celular para la obtencion de 1 x

10° células /ml para su posterior extraccion de ADN.

5.5 CURVA DE DETECCION PARA EL AMPLIFICADO VEB POR PCR
PUNTO FINAL.

Se realiz6 PCR con diferentes concentraciones celulares con el fin de conocer
la cantidad minima necesaria para obtener el amplificado deseado para el
virus, para lo cual se realiz6 cuenta celular en cadmara de Neubauer de
linfocitos B infectados por VEB para obtener las siguientes cantidades:
5 X10%,1X10°, 2.5X10°, 5X10°,7.5X10° 1X10° células.

Dichas cantidades fueron trasferidas a un tubo eppendorf y centrifugadas a
1100 rpm por 10 min, se desecho el sobrenadante y al boton celular se le
realiz6 extraccion de ADN para posteriormente realizar el amplificado
primeramente del constitutivo Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

(GAPDH) y después para VEB.

5.6 EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN de los grupos de estudio se realizo por el método de lisis
salina. Esta se llevé a cabo homogenizando el pellet de células en 1ml de
solucion salina el cual se centrifug6 a 14 000 rpm por 2 min a 4°C, se desecho
el sobrenadante y el botén se resuspendid en 570 ul de NaCl 5.0 Mm y se

agrego 40 ul de SDS 10%, se agitdo por 5 min , se adicion6 200 pl de NaCl
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saturado, se mezcl6 y se centrifugd a 14 000 rpm durante 10 min , se
recuperd la fase liquida a la cual se le adicioné 600 ul de una mezcla de
cloroformo- alcohol etilico 49:1, se agito durante 2 min y se centrifugd durante
8 min a 14 000 rpm, posteriormente la fase acuosa se recupera en etanol
absoluto frio que se incubdé durante toda la noche a -30 °C. EI ADN es
recuperado en etanol al 70% se centrifugd por 8 min a 14 000 rpm y se dejo
secar a temperatura ambiente, el ADN obtenido se resuspende en 50 pl de

H,O libre de DNasa y RNasa.

5.7 CUANTIFICACION Y PUREZA DE ADN

La cuantificacion y determinacién de la pureza del ADN se realiz6 por método
espectrofotométrico con este objetivo se hizo una dilucion 1:1000 de cada
muestra de la cual fue tomado 1ml para llevar acabo la lectura de absorbancias
260nm y 280 nm en el espectrofotometro. Se considera ADN de éptima pureza

cuando la relaciéon entre las absorbancias es = 1.8.

La concentracién fue determinada en pg/ml y se utilizaron 5 upg para los

amplificados.

5.8 AMPLIFICACION PARA GAPDH

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue realizada con
oligonucledtidos de 984 pb, sentido 5 —-TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT
TTG GT - 3’ y antisentido 5 — CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC - 3,

la reaccion se llevo a cabo con Taq ADN polimerasa ( invitrogen 10342-020)
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MgCl, 50 mM, dNTP’s 10mM, 0.5 pl de los oligonucléotidos sentido y
antisentido respectivamente, 1 ul de ADN y agua libre de DNasa y RNasa cbp
una reaccion de 25 pul. ElI proceso de amplificacién consiste en una
desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C vy 35 ciclos posteriores de 94°C por
30 seg, 55°C por 30 segy 72°C por 45 seg y una extension final de 72°C por

5 min.

5.9 AMPLIFICACION PARA VEB

La presencia o ausencia del VEB se determiné usando oligonucle6tidos
especificos para VEB de 326 pb, sentido 5- AGC AGT GGC CAG CTC ATA
TG - 3’ y antisentido 5’- TTG ACG GTC ATG CCA AGG CA - 3'. La reaccién se
llevé a cabo con Tag ADN polimerasa (invitrogen 10342-020) MgCl, 50 mM,
dNTP’s 10mM, 0.2 pl de los oligonucléotidos sentido y antisentido
respectivamente, 3 ul de ADN vy agua libre de DNasa y RNasa cbp una
reaccion de 20 ul. La amplificacion consistié en una fase de desnaturalizacion
inicial de 5 min a 95°C y 35 ciclos posteriores de 95°C durante 45 seg, 60°C

por 45seg 72°C por 1min y una extension final de 72°C por 5 min.

5.10 REVELADO DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

5.10.1 Geles de agarosa

Los productos amplificados fueron separados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% en TAE 1X a 90 V por 40 minutos, mediante syber green

(Quiagen 204056 ) el revelado se hizo a través de un transluminador de luz
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UV. Considerando como resultados positivos a las muestras en las que se
observo la banda correspondiente al peso del amplificado 984 pb para GAPDH

y de 326 pb para VEB.

5.10.2 Geles de acrilamida.

Se realizaron geles de acrilamida al 12% en TBE 1X a 100V por 90 min para
las muestras que se observaron negativas en geles de agarosa para EBV. Los

geles se revelaron mediante tincion de plata.

5.10.3 Tincion de plata

Tras la separacion electroforética en los geles de acrilamida al 12% de los
amplificados correspondientes a las cantidades celulares de 5X10% 1X10°
2.5X10°, 5X10°, 7.5X10°y 1X10° linfocitos B transformados con VEB, el gel fue
lavado con agua desionizada durante 1 min, posteriormente se tifie con el Kit

Bio Rad-Silver Stain (161-0443) basado en la reaccion con Nitrato de plata.
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VI. RESULTADOS

Una vez extraido el ADN de las células (linfocitos B) de ambos grupos de
estudio (NHAA y CA) se determin6 su concentracion y pureza segun lo descrito
en el apartado 5.7 del capitulo de metodologia, los parametros aceptables de
pureza indican que el método de extraccion del ADN por el método de lisis

salina fue eficiente.

El amplificado para el gen constitutivo GAPDH fue realizado a las muestras de
ADN de los CA y pacientes con NHAA asi como para las diferentes cantidades
celulares separadas correspondientes a la curva de deteccion del VEB por
PCR, esto se hizo con el fin de corroborar la integridad de las muestras de ADN

gue posteriormente se utilizarian para la PCR con el gen VEB.

El 100% de las muestras fueron GAPDH positivo, el cual fue utilizado como un
control ya que la expresion de este gen es constitutivo de toda célula 'y emite

certeza de la funcionalidad y estabilidad del ADN obtenido
Curva de deteccién para el amplificado de VEB por PCR punto final.

Para conocer la cantidad de células necesarias para la obtencion de ADN
necesario para el amplificado de VEB se trabajé con 3 muestras diferentes
cada una con las siguientes cantidades: 5X10% 1X10° 2.5X10° 5X10°
7.5X10° y 1X10° de células infectadas por el VEB, las cuales fueron
cosechadas a los 30 dias del inicio de su cultivo, cada una de las muestras se

realizé por triplicado.
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Llevada acabo la extraccibon de ADN de cada una de las alicuotas
correspondientes a dichas cantidades celulares, el ADN fue corrido
electroforéticamente con el fin de conocer la cantidad minima de células con
las cuales se puede visualizar el ADN en geles de agarosa al 1.5% (tabla 1,

figura 1).

TABLA 1

ADN DE LAS MUESTRAS OBTENIDAS PARA LA CURVA DE DETECCION
PARA EL AMPLIFICADO VEB EN GEL DE AGAROSA AL 1.5%

Cantidad de linfocitos B infectados por el VEB

Muestras 50000 100000 250000 500000 750000 1000 000
1 - - + + + +
BB40 2 - - - + + +
3 - - - - + +
1 - - - + + +
BB72 2 - - - + + +
3 - - + + + +
1 - - + + + +
BB102 2 - - - + + +
3 - - - + + +

(+) visualizacion del ADN; (-) no visualizaciéon del ADN.
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A todas estas muestras, se les realiz6 amplificado para GAPDH, al resultar
todas positivas para este gen se prosiguido el amplificado para el VEB, estos
también fueron corridos en electroforesis con syber green en geles de agarosa

al 1.5% y visualizados en transluminador de UV (tabla 2, figura 1).

Los amplificados VEB+ se muestran desde el ADN obtenido de 1X10° células
hasta el millén, aunque la tendencia sefiala que a partir de 5X10° se asegura la
positividad del amplificado para el gen VEB, sin embargo se trabajé con 1
millén de CMN debido a que a partir de esta cantidad es totalmente fiable el

amplificado de VEB.
TABLA 2

AMPLIFICADO DEL VEB PARA LAS MUESTRAS DE LA CURVA DE
DETECCION EN GEL DE AGAROSA AL 1.5%

Cantidad de linfocitos B infectados por el VEB

Muestras 50 000 100 000 250 000 500 000 750 000 1000 000
1 - - + + + +
BB40 2 - - + + + +
3 - - + - - +
1 - + + + + +
BB72 2 - - + + + +
3 - + - - + +
1 - - - - + +
BB102 2 - - - + + +
3 - - - + + +

(+) amplificacion; (-) no amplificacion.
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 ADNdecélulasinfectadas ~MP  Amplificadosde VEB

7 89 10111213

310pb — 48

FIGURA 1. Gel de agarosa 1.5% ADN y amplificados VEB+ de la curva de deteccién por PCR
de la muestra BB40; carril 1-6 ADN obtenido de las células infectadas por VEB de 5X10*a
1X10°, carril 8-12 amplificado de PCR para el VEB de 1X10 ® a 1X10°, carril 7 MP ¢ X174 RF
DNA/Hae Ill Fragments (Gibco).

Con el fin de obtener un dato adicional que nos permita corroborar nuestros
resultados de las muestras amplificadas para VEB+ correspondientes a la
curva de deteccién de VEB se realizé una corrimiento adicional en geles de
acrilamida revelados con tincién de plata (figura 2) la cual se caracteriza por ser
un método de 2-5 veces mas sensible con respecto a la realizada con syber

green en geles de agarosa.

La comparacion entre ambos revelados no mostraron diferencias

cualitativamente, por lo tanto los resultados se reportan negativos para VEB.
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FIGURA 2 .Gel de acrilamida 12% de la curva de deteccion; carril 1-6 VEB de 5X10%a
1X10°, carril 7 MP ¢ X174 RF DNA/Hae Ill Fragments (Gibco).

Al respecto, en las tablas 3 a 5 se muestras los resultados conjuntos de ADN y

amplificado para VEB para cada una de las muestras.

TABLA 3.

RELACION DEL NUMERO DE CELULAS INFECTADAS DE LA MUESTRA
BB40 CON RESPECTO AL ADN EXTRAIDO Y PCR PARA VEB

Muestras ADN+ PCR VEB+
# linfocitos infectadas con VEB (n)* (n)*
50 000 0/3 0/3
100 000 0/3 0/3
o 250 000 1/3 3/3
% 500 000 2/3 2/3
750 000 3/3 2/3
1000 000 3/3 3/3

*numero de positivos/total de muestras estudiadas
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TABLA 4.

RELACION DEL NUMERO DE CELULAS INFECTADAS DE LA MUESTRA
BB72 CON RESPECTO AL ADN EXTRAIDO Y PCR PARA EBV

Muestras ADN+ PCR VEB+
# linfocitos infectadas con VEB (n)* (n)
50 000 0/3 0/3
100 000 0/3 2/3
~ 250 000 1/3 213
% 500 000 3/3 213
750 000 3/3 3/3
1000 000 3/3 3/3

*numero de positivos/total de muestras estudiadas

TABLA 5.

RELACION DEL NUMERO DE CELULAS INFECTADAS DE LA MUESTRA
BB102 CON RESPECTO AL ADN EXTRAIDO Y PCR PARA VEB

Muestras ADN+ PCR VEB+
#linfocitos infectadas con VEB (n)* (n)*
50 000 0/3 0/3
100 000 0/3 0/3
N 250 000 1/3 0/3
% 500 000 3/3 2/3
750 000 3/3 3/3
1000 000 3/3 2/3

*numero de positivos/total de muestras estudiadas
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Muestras de CA y pacientes NHAA

Llevada a cabo la curva de deteccion de VEB se tomo la cantidad de 1 millén
de CMN de los pacientes con NHAA y CA, a las cuales se les extrajo el ADN

para realizar PCR.

De igual manera se aplicé el criterio de que las muestras al ser positivas para
el gen constitutivo GAPDH serian procesadas posteriormente para la

amplificacion del gen VEB.

El revelado de ambos amplificados realizados por electroforesis con la adicion
del fluorocromo syber green en geles de agarosa al 1.5% se muestra en la

figura 3.

e 4+—1078pb
- - - - ¢ 8729“ -

FIGURA 3.Andlisis de electroforesis en gel de agarosa 1.5%, a) amplificado del gen
GADPH de 984pb y, b) amplificado de un control positivo para el VEB de 326pb, MP: ¢
X174 RF DNA/Hae Ill Fragments (Gibco).
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Llevada a cabo el revelado de los productos de PCR para VEB, se obtuvo que:

» 20/20 muestras de CA fueron negativas para VEB

» 20/20 muestras de pacientes con NHAA fueron negativas para VEB
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VII. DISCUSION

La NHAA es una enfermedad intersticial pulmonar inducida por la inhalacién de
productos organicos derivados del plumaje y excretas de aves, y la interaccion
entre estos antigenos y el hospedero parecen ser influenciados por distintos
tipos de factores, tales como los genéticos y ambientales entre otros. Este
trabajo fue realizado considerando que en el desarrollo de la enfermedad se
han sefialado algunas infecciones virales lo cual sugiere que los virus pueden

jugar un papel importante en la patogénesis de la NH.

De los virus respiratorios comunes, el mas frecuentemente detectado por el
método de PCR en pacientes con NH ha sido el virus de la influenza A, otro
estudio anterior habia demostrado en modelos murinos que la infeccién por
virus sincitial respiratorio (VSR) producia un aumento de IL-8 lo equivalente a
MIP -2 en humanos, estas observaciones sugirieron que la infeccién viral por
VSR eleva la respuesta de neutréfilos y la aceleracion en la formacion de

granulomas [15].

Recientemente se ha documentado la posible infeccién por circovirus aviario,
este ha sido propuesto como posible agente causal de la NH ya que se ha
detectado a este virus en los 6rganos respiratorios de las aves, la transmision
del ave al humano originada por la manipulacion de las aves puede involucrar

el desarrollo de la enfermedad [16]. Aunque se ha considerado poco probable
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la transmision de microorganismos del ave al mamifero, un estudio reciente

sustenta esta posibilidad [20].

El presente estudio se realiz6 debido a que el VEB es un microorganismo que
afecta frecuentemente a la poblacion humana y al infectar epitelios y/o
mucosas y haberse detectado en tejido pulmonar, incluso en el contexto de
algunas patologias como fibrosis pulmonar, lo hacen un candidato para ser
estudiado en NH. Diferentes trabajos han reportado las distintas anormalidades
en la respuesta inmunolégica e histopatologica que también podrian ser
originados por una infeccion del VEB, por lo tanto se estipula que en conjunto

la NHAA con una infeccion por VEB podrian inducir un mayor dafio pulmonar.

La evaluacion serologica de la enfermedad muestra que los AAA y FR
participan en los diferentes mecanismos que favorecen la lesién tisular, tales
como formacion de complejos inmunes (CI), activacion de complemento y
otros efectos que colaboran en la amplificacion del proceso inflamatorio y la

citotoxicidad celular [11].

En este trabajo se propuso la participacién VEB en la NHAA considerando las
siguientes observaciones. En NH se ha descrito la presencia frecuente de
hipergammaglobulinemia a excepcién de IgE, e incluso el incremento
predominante de IgM sobre las demas inmunoglobulinas, asi como la presencia

de complejos inmunes circulantes, y factor reumatoide (FR) positivo [10,19],
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anormalidades que también han sido reportadas en enfermedades causadas

por el VEB 6 asociadas al contacto con este agente infeccioso [21,22].

La presencia de niveles elevados de inmunoglobulinas y la ocurrencia
frecuente de FR en pacientes con NHAA sefalan la existencia de una
respuesta significativa por parte de las células B, las cuales a su vez son
inducidas por linfocitos T activados y a los que se les asocia por desempefar

un papel central en la patogénesis de la NHAA.

Se ha sefialado también que VEB puede originar una activacion de células B
por lo que se ha sugerido a este herpesvirus como cofactor de estimulaciéon y
un activador policlonal de linfocitos B. Al respecto, una posibilidad interesante
es que el FR, pueda incrementar la presencia del VEB en NH, ya que se ha
descrito que este tipo de anticuerpos pueden reactivar al VEB latente [23],
involucrando asi a este agente viral en la patogenia de la enfermedad debido a
que se ha estudiado la posibilidad de que la respuesta inflamatoria se
incremente, explicados por la activacion de factores quimiotacticos, quienes
ademas de reclutar a neutrofilos y linfocitos pueden favorecer la formaciéon de

granulomas.

Algunas investigaciones han sefialado que la presencia de FR positivo en NH
se manifiesta en alveolitis fibrosante, por otro lado el FR es un autoanticuerpo

encontrado en la mayoria de los pacientes con reacciones autoinmunes en
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donde se ha estudiado al VEB como posible factor desencadenante y
etiolégico, y entre las explicaciones para esta asociacion es que este virus
comparte similitud con algunas sustancias proteicas propias del organismo

humano [21].

Al iniciar este trabajo también consideramos factible que una vez iniciada la
NH, algunos eventos intercurrentes como la infeccibn por VEB pudiera
contribuir a las distintas anormalidades serologicas que caracterizan a la
enfermedad como la aparicion de valores altos de IgM durante la fase aguda, y
la fluctuacion de otras inmunoglobulinas durante su evolucién clinica. Dado a
gue nuestros resultados de PCR fueron negativos no fue posible estudiar esta

propuesta.

Nuestro estudio también fue realizado debido a que en la NH se ha demostrado
una prominente respuesta celular la cual ha sido caracterizada por infiltrados
inflamatorios constituido por macréfagos, células multinucleadas, linfocitos T y
B y células plasmaticas en el tejido pulmonar, el cual es similar a los cambios
histologicos observados en los trastornos respiratorios secundarios al sindrome
de Sjogren y hepatitis cronica, en los cuales se ha sugerido tanto al VEB vy el

virus de la Hepatitis C, como posibles agentes etioldgicos.

En lo que concierne al VEB este tiene la caracteristica de ser un virus ubicuo
del cual se han reportado evidencias en células epiteliales de pulmén mediante

Ve

inmunohistoquimica y PCR, asi como también ha sido asociado con
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infecciones de vias respiratorias altas y replicacion en el tracto respiratorio bajo
[18] sitio donde se desarrolla la NHAA , estos hallazgos sugieren una
posibilidad de estudiar a este agente en pacientes con NHAA con el fin de
investigar si este tipo de infeccion puede contribuir al desarrollo de la
enfermedad, pues se ha mencionado en la literatura que algunas infecciones
de tipo viral en particular logran involucrarse en la patogenia.

Debido a que no se encontraron resultados VEB+ en individuos con NHAA y
CA, no se pudo evaluar si los pacientes con esta patologia presentaron algunas
anormalidades histopatologicas que podrian ser explicados por la infeccion de
dicho virus, 0 si el contacto previo con este microorganismo en el grupo control

podria asociarse con algun tipo de trastorno en la RI.

En este trabajo se utilizo PCR la cual se caracteriza por ser una técnica
sensible y especifica, la cual nos permitio determinar la ausencia del VEB en

las CMN de los pacientes con NHAA y los CA.

Considerando la probabilidad de que en nuestro estudio los linfocitos infectados
con este virus sean muy limitados e incida en los resultados negativos se
disefio una curva de deteccion de VEB en base a la cantidad de células B
infectadas por el VEB a partir de la cual se obtendria la cantidad necesaria de

ADN para la amplificacién del gen VEB.

Las cantidades propuestas fueron 5 X10% 1X10° 2.5X10 °, 5X10° 7.5X10° y

1X10° células en base a que se ha reportado que se requiere de al menos
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1X10° células para obtener una amplificacion 6ptima. Al respecto, en nuestro
estudio se demostré que al usar 5X10° células transformadas con VEB fue
posible obtener ADN integro y que la PCR fue positiva para el VEB a partir del
ADN obtenido de 2.5X10° células infectadas con el virus. Por lo anterior, al usar
1X10° CMN totales de las muestras de sangre periféricas de los pacientes con
NHAA y CA tuvimos la certeza de trabajar con una cantidad apropiada de ADN
total, aunque es posible que la sensibilidad de la PCR convencional sea
insuficiente para obtener el amplificado del VEB. Al revisar la literatura en este
contexto, se ha estimado que la cantidad aproximada de linfocitos totales por
ml de sangre periférica en el humano es de 1,831,000 de los cuales
aproximadamente el 13% corresponde a linfocitos B que tienen el receptor
CD21 a través del cual pueden ser infectados por el VEB [24], por lo que
podemos considerar que la cantidad de células totales infectadas por VEB en
las muestras estudiadas haya repercutido en la obtencion de resultados

presentados en este trabajo.
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VIII. CONCLUSIONES

No se detecto la presencia del VEB en CMN de pacientes con NHAA 'y CA  por
una baja sensibilidad del método de PCR, por lo que aun no se puede sugerir
la existencia de infeccién por VEB ni su posible participacion en el desarrollo
patogénico de la NHAA, sin embargo actualmente se realiza un trabajo para
determinar la presencia del VEB mediante PCR en tiempo real que nos permita
discernir si no existe infeccion en los grupos de estudio y donde la cantidad de

células infectadas por el virus no sea una limitante.
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ANEXO 1

CUENTA CELULAR DE LINFOCITOS B

Las camaras de recuento se utilizan para determinar el nUmero de células o
particulas por unidad de volumen. La camara de Neubauer es una camara de
contaje que se adapta al microscopio de campo claro o al de contraste de
fases. Esta consiste en un portaobjetos cuya porcion central esta dividida en
tres bandas perpendiculares al eje longitudinal de la caAmara. De ellas, las dos
laterales se hallan sobreelevadas 0.1 mm con respecto a la central, y en esta
altima hay grabado un reticulo cuadrangular, el cual se constituye a su vez por
4 cuadros grandes (L) de Immx1mm subdivididos en 16 cuadrados pequefos.
De manera que al superponer el cubreobjetos que deja un espacio de 0.1mm
multiplicado por la longitud de 1mm? que corresponde a cada uno de los

cuadros L se puede calcular el nimero de células en 0.1mm?.

Utilizando las conversiones se obtiene 1ml=1cm*®=1000mm® por lo tanto

0.1mm3=1*10" mL = 0.1pL

Por lo que al aplicar la formula: No células/mL= L /4*10* *D

Donde: L = numero total de células en los 4 cuadrantes (L)
D= factor de dilucion

10* = factor de correccién de la cAmara Neubauer
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En dicho conteo puede utilizarse el colorante supravital azul tripan el cual tefiira

las células no viables, observandose asi a las viables como incoloras [25].

| @

1mm
-« >

—

-

—

FIGURA DE CAMARA DE NEUBAUER
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa, PCR por sus siglas en ingles, es una
técnica in vitro, rapida, sensible y especifica que permite replicar de 100 a 10’
copias de un ADN en particular a partir de pequefias cantidades de una
muestra. Esta técnica de biologia molecular consiste en el uso de secuencias
cortas de nucleotidos especificos de la regidn que se desea amplificar, los

cuales sirven para flanquear en el ADN molde la secuencia de interés.

Los oligonucledtidos a su vez son reconocidos por la ADN polimerasa, una
enzima que cataliza la reaccion. La mas comun es la Tag polimerasa ya que es
termoestable y permite estabilidad y eficiencia en la técnica. Dicha polimerasa
utiliza como sustrato desoxinucleétidos trifosfato (ANTP’s) a partir de los cuales

se iniciara la polimerizacion de nuevo ADN.

Otros componentes adicionales a la mezcla de reaccion son los iones Mg ™
agregados comunmente como MgCl, y una soluciéon tampdn que mantiene un
pH adecuado los cuales actian como cofactores para un buen funcionamiento

de la ADN polimerasa.

La PCR convencional consta de un primer paso de calentamiento en donde se
asegura la desnaturalizacién del ADN molde y por consiguiente la separacion
de las dos hebras de las cuales esta constituida, asi cada hebra actuar4d como

molde para fabricar su complementaria.
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Paso 1. Desnaturalizacian
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Un segundo paso consiste en la disminuciéon de la temperatura donde los

oligonucledtidos especificos llamados también primer o cebadores se alinean a

la secuencia complementaria del ADN molde que sera amplificado.
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Un dltimo paso sera la polimerizacion del ADN complementario partiendo del

ADN molde con la agregacion de nucleétidos por la Taq polimerasa, esto

ocurre al aumentar nuevamente la temperatura a la que la polimerasa es

Optimamente activa.
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* Anexos

Estos tres pasos de desnaturalizacién, alineamiento y polimerizacion son
repetidos numerosas ocasiones a manera de ciclos dependiendo de la cantidad
que se desee amplificar considerando que esta se lleva a cabo de manera

exponencial.

Una vez completados los ciclos se finaliza con un decremento a 4°C de

temperatura la cual convendra para su conservacion.
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Las aplicaciones de esta técnica son de gran aporte al conocimiento y
manipulacion del material genético, dentro de sus aplicaciones se tienen
analisis microbioldgicos, genéticos, de diagndéstico y secuenciacion de ADN

genomico entre otros [26].
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ANEXO II

REACTIVOS Y SOLUCIONES

AGUA DEPC
Dietil pirocarbonato 1mL
Agua desionizada c.b.p 1L

Agitar y esterilizar (tres veces)

PBS 1X

KCL 0.29
KoHPO, 0.12g
NacCl 8.0g
Na;HPO,4 - 7H,0 21.69g
Agua desionizada c.b.p 1L

Disolver y ajustar a pH 7.2
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TAE 1x

Tris base 4.849
Acido acético glacial 1.142mL
EDTA 0.5 M 2m|
Agua desionizada c.b.p 1L

Disolver y ajustar a pH 8

TBE 10X

Tris base 549
Acido borico 27.59
EDTAO0S5M 20ml
Agua desionizada c.b.p 1L

Disolver y ajustar a pH 8
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BUFFER DE CARGA

Azul de bromofenol

Xilencianol FF

Glicerol

Agua desionizada

GEL DE ACRILAMIDA 12%

TBE 10X

Acrilamida-Bisacrilamida

TEMED

PAS

Agua desionizada
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0.025g

0.025¢g

3mL

c.b.p 10mL

0.5mL

2.36mL

15pL

50uL

2.14mL
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