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1 RESUMEN

El interferon- gamma (IFN-y) o interferon tipo 11 es una de las citocinas centrales en
la induccion y desarrollo de la inmunidad adaptativa celular, en particular, la desarrollada por
los linfocitos Ty1; una de las funciones centrales de esta citocina es coadyuvar en el combate
de patdgenos intracelulares (virus, bacterias, levaduras y protozoarios). El estudio, evaluacion
y cuantificacion de las citocinas es un area de la Inmunologia que ha venido mostrando un
gran desarrollo sobre todo a nivel de modelos experimentales en el raton y en el humano. En
el campo de la Inmunologia Veterinaria existen ya comercialmente disponibles estuches
(kits) para evaluar citocinas en diferentes especies, en este caso en particular, 1FN-y canino.
Con el proposito de adaptar la aplicacion de uno de estos estuches a las condiciones del
Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, en este trabajo
se analizaron 60 muestras de perros (37 hembras y 23 machos) clinicamente sanos de
diferentes edades (cachorros de 3 a 11 meses; adultos jévenes 1 a 7 afios; adultos seniles 8
afios en adelante) y con el propésito de comparar la produccion de IFN-y por células
sanguineas estimuladas con el mitégeno de la lectina de Phytolacca americana (MPA); los
resultados obtenidos no mostraron diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) ni entre
grupos de edad, ni entre sexos, aungue se observo una tendencia a una mayor produccion de

IFN-y conforme el perro envejece.

Se concluye que es posible utilizar esta metodologia en nuestro Laboratorio y a futuro
aplicar el estudio del IFN-y en diferentes escenarios de interés para la clinica canina como la

evaluacion de vacunas y el estudio de procesos infecciosos, cancerosos o alérgicos.
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2 INTRODUCCION

La respuesta inmune se puede dividir en inmunidad innata e inmunidad especifica o
adaptativa. La inmunidad innata se caracteriza por ser inespecifica, espontanea y sin
memoria. Las células que participan son los macréfagos, los polimorfonucleares, las células
cebadas, las células dendriticas y las células NK (del Inglés “Natural Killer), su inicio es

répido (minutos a horas) y posee una discriminacion de lo propio-no-propio perfecta. %

En contraste la inmunidad adaptativa se caracteriza por ser especifica, inducida y
con memoria. Las principales células que participan son los linfocitos T, los linfocitos B y
las células presentadoras de antigeno, su inicio es lento (dias) y la discriminacion de lo

propio-no-propio es imperfecta. %

Cuando una infeccion satura los mecanismos de defensa innata, el agente patdgeno
sigue multiplicAndose y se acumula antigeno, esto desencadena la inmunidad adaptativa en
la que intervienen dos tipos de linfocitos: linfocitos T y linfocitos B. Estos linfocitos
adquirieron su nombre de acuerdo al drgano linfoide primario en el cual se identificd

inicialmente su maduracion. *

Los linfocitos T se diferencian en el timo, un 6rgano que se encuentra activo tanto
en mamiferos como en aves durante las primeras etapas de la vida extrauterina; conforme el

animal crece el timo va involucionando y va siendo infiltrado por tejido graso. 2*2> %

En el caso de los linfocitos B primeramente se identifico que se diferenciaban en la

Bolsa de Fabricio en aves, de ahi su nombre; posteriormente se descubrié que en el caso del
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hombre, primates superiores y raton se diferenciaban en la medula 6sea y en el caso de

rumiantes, cerdos, equinos y caninos se diferencian en las placas de Peyer del ileum. %3

2.1 LOSLINFOCITOST

Los linfocitos T se subdividen de acuerdo con la funcién y los marcadores de la
superficie celular. ?® De acuerdo a la expresion de dos moléculas de superficie de la familia
CD (del Inglés “Cluster of diferentation”) tenemos que los linfocitos que expresan CD4,
pero no CD8, se designan CD4", mientras que los linfocitos que expresan CD8, pero no

CD4, se designan CD8". °

Los linfocitos T CD8" reconocen péptidos antigénicos presentados por moléculas
del CMH (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) clase I, y se diferencian en células T
efectoras citotoxicas que reconocen y destruyen células infectadas. Los linfocitos T CD4"
tienen un repertorio més flexible de actividades efectoras. Tras el reconocimiento de
péptidos antigénicos presentados por moléculas del CMH clase Il los linfocitos T CD4
indiferenciadas pueden diferenciarse en subgrupos efectores con diferentes funciones
inmunitarias. Los principales subgrupos de linfocitos T CD4" que se han descrito son los
Tul, T2, Tyl7 y Treg. La primera funcién que se describié para estas células fue la de
cooperacion (del Inglés “helper”) en la produccion de Ac (anticuerpos), y de ahi se

introdujo la designacion Ty, 238

Los linfocitos T CD4" Tyl y Tw2 se distinguen por el conjunto de citocinas que
producen y la respuesta inmunitaria que inducen. 2> ?* Ademas de que su diferenciacion
esta regulada por las citocinas. Asi, la presencia de IL-12 promueve la diferenciacion hacia

Twl, mientras que la IL-4 condiciona el desarrollo Ty2 (Figura 1).
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Figura 1: Diferenciacion de las subpoblaciones Tyl y Tx2 de los linfocitos T CD4".
Adaptado de Tizard, 2013.%*

IL-12/IFNV \' L-4

CD, célula dendritica; CD4" Tyl,
linfocito T CD4" Tul; CD4' T.2,
linfocito T CD4" Ty, IEN-y, interferon

Los linfocitos Twl, en colaboracion con los macrdéfagos, estan implicados en la
respuesta inmune celular, mientras que los Ty2 promueven la respuesta inmune humoral.
Para llevar a cabo su funcién, los linfocitos Tyl secretan IL-2, IFN-y y FNT (factor de
necrosis tumoral) y se asocian con la inmunidad celular contra bacterias, levaduras y
protozoarios facultativos intracelulares. Mientras que los Tw2 producen IL4, IL-5, IL-10,

IL-13, IL-21 e IL-31 y se asocian con inmunidad humoral y reacciones alérgicas. * 2
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De igual manera los linfocitos T CD4" Ty17 producen IL-17, IL-21 e IL-22 y se les
ha asociado con la inmunidad contra bacterias extracelulares y reacciones autoinmunes y
linfocitos Ty, que producen factor de transformacion del crecimiento § (FTC-B), IL-10 e
IL-35, asociados con tolerancia a antigenos (Ags) propios y supresion de la respuesta

inmunitaria.

Otra manera de dividir a los linfocitos T es en funcidn del tipo de receptor de
antigeno (TCR) que expresen. Existen dos tipos de receptor de acuerdo a la cadena
peptidica de union de antigeno que expresan, uno que expresa el heterodimero o/ y el otro
el heterodimero /8. En humanos, roedores y la mayoria de los mamiferos no rumiantes el
90% de sus linfocitos T expresan el receptor o/p. Mientras que en los rumiantes el 60% de
sus linfocitos expresan el receptor y/6. Los linfocitos T que expresan las moléculas CD4 y/o
CD8, expresan el tipo de receptor o/f; mientras que linfocitos T que no expresan las
moléculas CD expresan el receptor y/3, estos ultimos se encuentran en la piel, en el epitelio
intestinal y la sangre, tiene la capacidad para reconocer antigenos de manera directa sin una

previa presentacion por una molécula del CMH. *

2.2 LASCITOCINAS

Las células del sistema inmunitario secretan una variedad sorprendente de proteinas
que regulan las respuestas inmunitarias al producir sefiales entre las células. Estas proteinas
reguladoras reciben el nombre genérico de citocinas. Antiguamente las citocinas secretadas
por los linfocitos se llamaban linfocinas, y las producidas por monocitos y macr6fagos se
denominan monocinas, pero en la actualidad ya no se aplica esta distincion, puesto que las

citocinas rara vez son elaboradas por un solo tipo de célula. *
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La nomenclatura de las citocinas al principio se basd segun su origen celular o el

analisis bioldgico utilizado para identificarlas.

Las interleucinas (IL) son citocinas que regulan la interaccion entre los linfocitos y

otros leucocitos. Se les enumera en orden ascendente conforme se descubrieron. ' 1*2°

Los interferones (IFNs) son glucoproteinas que en un inicio se creia que solamente
participaban en respuesta a la infeccién de virus. Su nombre deriva del hecho de que
interfieren con la sintesis de ARN y proteinas virales; actualmente se sabe que también
participan en la inmunidad contra bacterias intracelulares facultativas y contra protozoarios

intracelulares obligados. *

Los factores de necrosis tumoral son dos citocinas analogas, una derivada de los
macrofagos y otra de las células T. Como indica su nombre, ambas ocasionan muerte

celular en algunas células tumorales. *°

Algunas citocinas como G-CSF (factor estimulador de colonias de granulocitos),
GM-CSF (factor estimulador de colonias de monocitos y granulocitos), M-CSF (factor
estimulador de colonias de monocitos) y TGF-B, actian como factores de crecimiento (o

factor estimulador de colonias beta) controlando la produccién de leucocitos mediante la

regulacion del desarrollo de células madre. 1%

Las quimiocinas son una familia de proteinas pequefias con funciones importantes en

la inflamacién y en la atraccion de leucocitos. *
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2.2.1 PROPIEDADES GENERALES DE LAS CITOCINAS

Las citocinas no suelen almacenarse en forma de moléculas preformadas y su sintesis
se inicia por la transcripcion de nuevos genes debida a una activacion celular. Esta
activacion transcripcional es transitoria y el ARNm que codifica la mayoria de las citocinas
es inestable, de forma que la sintesis de las citocinas también es transitoria. Una vez

sintetizada, se secreta rapidamente.

Las acciones de las citocinas suelen ser pleiotropicas, lo cual se refiere a la capacidad
de una citocina para actuar sobre diferentes tipos celulares, y también actian de manera

redundante lo cual se refiere a la propiedad de actuar en una sola célula blanco. **°

Otra propiedad de las citocinas es su capacidad para inducir la sintesis de otras, en
donde una segunda o tercera citocina puede mediar los efectos bioldgicos de la primera.
Dos citocinas pueden antagonizarse entre si, provocar efectos aditivos o en algunos casos,

producir un efecto mayor al previsto (sinergia). 2

La mayoria de las citocinas actian cerca de donde se producen, bien en la misma
celula que la secreta (accion autocrina) o bien en una célula vecina (accion paracrina).
Cuando se sintetizan en grandes cantidades, las citocinas pueden entrar en la circulacion y

actuar a distancia del lugar de sintesis (accion endécrina). °

Los receptores de las citocinas tienden a unirse a sus ligandos con una afinidad
elevada. La estimulacion de las células T y las células B por un antigeno dan lugar a una
mayor expresion de receptores de citocinas. Por esta razén, durante una respuesta
inmunitaria, los linfocitos especificos de un antigeno son los que responden de modo

preferente a las citocinas secretadas. Este mecanismo mantiene la especificidad de las
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respuestas inmunitarias, aunque las propias citocinas no sean especificas de un antigeno. La
expresion de los receptores también esta regulada por las propias citocinas, incluida la
misma citocina que se une al receptor, lo que permite una amplificacién positiva 0 una

retroalimentacion negativa.’

2.2.2 CLASIFICACION DE LAS CITOCINAS

La mayoria de las citocinas no poseen ninguna homologia secuencial entre si, algunas
de ellas se han agrupado en familias en base a su estructura tridimensional. De acuerdo con
la estructura secundaria de la molécula se han agrupado las citocinas segiin posean una
conformacion en alfa-hélice (IFN-o, , IFN-y, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, G-
CSF, M-CSF y GM-CSF), una estructura de ldaminas beta (IL-1-a, IL-1-B, FNT-o y FNT-

B) 0 una estructura compuesta alfa-beta (IL-8 e IFN-y). %*

Para su estudio las citocinas se clasifican en tres categorias de acuerdo con la funcién
mas relevante que realizan: 1) citocinas implicadas en el desarrollo hematopoyético, 2)
citocinas implicadas en las respuestas inmunes innatas y, finalmente 3) citocinas generadas

durante las respuestas inmunes adaptativas. *

2.2.2.1 Citocinas implicadas en el desarrollo hematopoyético

Son producidas por células del estroma de la médula 6sea o por linfocitos activados.
Algunas de estas citocinas reciben el nombre genérico de factores estimuladores de
colonias (CSF) por su capacidad para estimular la formacion de colonias celulares en los
cultivos de médula dsea. En esta se encuentran: GM-CSF, G-CSF M-CSF vy algunas

interleucinas como 1L-3, IL-5, IL-7, IL-9 e IL-11.%7
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2.2.2.2 Citocinas producidas en las respuestas inmunes innatas

En este grupo encontramos a IL-1, IL-6, FNT, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18 y los
interferones tipo | y tipo Il. Se producen principalmente por leucocitos como parte de la
respuesta inmune innata, tras el reconocimiento de los PAMPs (por sus siglas en Inglés
Pathogen-associated molecular patterns) como el lipopolisacarido de las bacterias gram
negativas, o el ARN, entre otros. Estas citocinas actGan principalmente para estimular las
reacciones inflamatorias frente a microorganismos patdégenos. Es importante sefialar que

estas citocinas también se pueden secretar durante la respuesta inmune adaptativa. > "

2.2.2.3 Citocinas producidas en las respuestas inmunes adaptativas

Se sintetizan por los linfocitos T activados en respuesta al reconocimiento
especifico de antigenos. Como se menciond anteriormente, los linfocitos T se activan,
proliferan y se diferencian hacia células efectoras especificas dependiendo de las citocinas
que se encuentran en el medio. La presencia de IL-12 promueve la diferenciacién hacia
linfocitos Tw1 que participan en la respuesta inmune celular secretando 1L-2, IFN-y y TNF,
mientras que la IL-4 condiciona el desarrollo de linfocitos Ty2, los cuales participan en la

respuesta inmune humoral, produciendo IL4, IL-5, IL-10 e IL-13. *2

Dentro de la respuesta inmune adaptativa encontramos también a los linfocitos T
CD8" que secretan algunas citocinas como IL-2, IL-16, IFN-y y FNT-o.. * Sin embargo
ejercen su funcion efectora mediante la secrecion de dos proteinas denominadas perforinas

y granzimas.
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2.3 EL IFN-y

Los interferones (IFNs) fueron originalmente descubiertos como agentes que
interferian con la replicacién viral. Inicialmente, fueron clasificados por el tipo de célula
que los secretaba, pero ahora se clasifican en tipo I, tipo Il y tipo Ill de acuerdo con la

especificidad del receptor y la secuencia homéloga (Figura 2).%

Figura 2: Actividad antimicrobiana inducida por los interferones (IFNs) I, I, y Il
Adaptado de MacMicking y col., 2012.%
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El primer complejo receptor es un tetrdmero compuesto por dos cadenas del
receptor 1 del IFN (IFNGR1) y dos cadenas de IFNGR2 que involucran a los dimeros del
IFN-y. El segundo complejo es un heterodimero de IFN- o/ (IFNARL) e IFNAR2 que une
a los IFNs tipo | (IFN-a e IFN-B). Y el tercer complejo receptor estd formado por el

receptor 1 IFNA (IFNLRZ; también llamado IL-28Ra) el cual une el IFN tipo I11 (IFN-1).*

22,29

El IFN-y al cual nos referimos en esta tesis, participa en la inmunidad contra
microorganismos patdgenos intracelulares facultativos como bacterias (Mycobacterium,
Brucella, Lysteria, Salmonella, entre otras), protozoarios (Leishmania, Toxoplasma),
levaduras (Criptococcus) y virus; mediante la activacion de ciertos mecanismos
moleculares. Inicialmente se creia que el IFN-y solamente era producido por los linfocitos
T CD4" (especificamente los Tyl), linfocitos T CD8" y las células NK. Sin embargo,
actualmente existe evidencia que otras células, como los linfocitos B, las células NKT vy
celulas presentadoras de antigeno profesionales (CPAs) secretan también IFN-y para su
propia activacion y la de células adyacentes a ellas. EI IFN-y secretado por las células NK
es muy importante en la defensa temprana del hospedador contra infecciones, mientras que
los linfocitos T CD4":Tw1 se convierte en la principal fuente de IFN-y en la respuesta

inmune adaptativa. * '8

Las células CPAs regulan este proceso por dos mecanismos distintos: por un lado, la
secrecion de IL-12 e IL-8 inducird la produccion de IFN-y por las células NK, y por otro, la
interaccion del complejo mayor de histocompatibilidad clase I1- antigeno con el TCR de los

linfocitos T virgenes har& que estos se diferencien a linfocitos Tyl productores de IFN-y.

11
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Existen varias citocinas capaces de inhibir la produccion de IFN-y por las CPA como el

IFN-a, el TGF-B, la IL-10 o las citocinas de tipo T2 como la IL-4 y la IL-13.%°

2.3.1 TRANSDUCCION DE LA SENAL POR EL RECEPTOR DEL IFN-y

Una vez que el IFN-y se une a su receptor la sefial se transmite a través del
homodimero transductor de sefial y activador de transcripcion 1 (STATL1) en respuesta a
IFN-y o0 a través del heterodimero STAT1-STAT2 en respuesta a los IFNs tipo | y al IFN
tipo 111 (Figura 2). % Posterior a este reclutamiento, las moléculas de STAT son fosforiladas
a través de la tirosina quinasa asociadas a receptores de la familia Janus (Quinasas de
Janus). Los homodimeros fosforilados de STAT1 (conocido también como GAF) se
traslocan al nacleo y se unen al sitio activo de IFN-y (GAS) para promover elementos que
inducen la expresion de los genes efectores antimicrobianos del IFN. En el caso de los IFNs
tipo 1 y Ill, el dimero fosforilado STAT1-STAT2 forma un complejo con el factor
regulador 9 del Interferén (IRF9) para estimular el factor gen 3 de IFN (ISGF3); este
complejo también trasloca al ndcleo, donde es unido a elementos de respuesta del IFN

estimulado (ISREs) para promover la diferenciacion de los genes efectores.” %

2.3.2 FUNCIONES FISIOLOGICAS DEL IFN-y

El IFN-y promueve la activacion de macrofagos (Figura 3) mediante la induccion de
una amplia gama de proteinas; en el caso de la inmunidad contra bacterias intracelulares
facultativas las cuales inhiben la fusion del fagosoma con el lisosoma, la formacion de
intermediarios reactivos del nitrégeno y del oxigeno, escapando al citoplasma, entre otras;
el IFN-y reactiva los mecanismos moleculares que utiliza el macrofago para eliminar a la
bacteria como es la produccion de ROS (por sus siglas en Inglés Reactive Oxygen Species)

que son productos del metabolismo del oxigeno que se obtienen a través de la reduccién de

12
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éste en la cadena de transporte de electrones en la mitocondria como el superoxido (O7),
productos intermediarios como el peréxido de hidrogeno (H20,) y radicales hidroxilo (OH)
los cuales producen un dafio intracelular importante en el ADN, lipidos y proteinas de la
bacteria. También los metabolitos derivados del nitrégeno, conocidos como RNS (por sus
siglas en Inglés Reactive Nitrogen Species) participan en la eliminacion de la bacteria
intracelular a través del 6xido nitrico (NO) y de la formacion de reactivos intermediarios
del nitrogeno (RNI); a bajas concentraciones el NO actla directamente sobre metales y
otros radicales y a altas concentraciones produce oxidacion severa y reacciones de
nitrosilacion con el oxigeno que resulta en la produccion de varios congéneres. Tanto el NO
como los RNI son agentes antimicrobianos efectivos interviniendo en la transduccion de
sefiales moleculares. Las bacterias que escapan al citosol son ubiquitinizadas, es decir, se
les adhiere ubiquitina para que sean marcadas y capturadas por un fagosoma y posterior a

ello se le una el lisosoma y activar los mecanismos antes descritos.” 2% %°

En el caso de algunos protozoarios como Leishmania y Toxoplasma, entre otros,
dependen de la célula del hospedador para obtener aminoacidos, para esto es necesaria la
formacion de una vacuola. El IFN-y participa en la inmunidad contra este tipo de paréasitos
mediante la produccion de ciertas proteinas que participan en la disrupcion de la vacuola
donde habita el protozoario y algunas veces la necroptosis. Otro mecanismo es mediante la
restriccion de nutrientes esenciales para el parésito, mediante la extraccion de Fe* y el Mn®
e introduce H*, de la misma manera como pasa con las bacterias, ademas de que induce la

produccion de NO el cual es altamente parasiticida. ** 2> *°

En la inmunidad contra los virus el IFN-y participa inhibiendo el denudamiento o
liberacién de su acido nucleico, inhibiendo la transcripcion reversa del ARN, asi como la

13
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transcripcion y la transduccion de proteinas, el ensamblaje viral y por Gltimo la liberacion

del virus. %%

Otra funcion adscrita al IFN-y es la de aumentar la expresion de los antigenos de
histocompatibilidad clase I en células en las que esta expresion ha sido disminuida (es el caso
de células cancerosas y células infectadas por virus). Como se sabe la expresion de antigenos
de histocompatibilidad clase | es fundamental para la activacion de linfocitos T citotoxicos

que serfa la respuesta més adecuada contra células malignas o infectadas por virus. 2

Figura 3: Activacion de macréfagos. Adaptado de Tizard, 2013.%
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2.4 PRUEBAS DE DETECCION DE IFN-y

La RT- PCR (por sus siglas en Inglés Reverse Transcriptase PCR) se utiliza para
detectar IFN-y; la cual es un paso previo para posteriormente llevar a cabo lo que implica la
reaccion en cadena de la polimerasa, un paso de transcripcion reversa del ARNm de la
citocina a ADN complementario (ADNCc), este ultimo se amplifica por PCR vy el producto
obtenido es visualizado por electroforesis en gel de agarosa, tefiido con bromuro de etidio
el cual emite luz fluorescente cuando se irradia con luz UV. ' ** Una variante de esta
prueba es la RT-Q-PCR (por sus siglas en Inglés Real Time PCR), se realiza el mismo
procedimiento que en la RT-PCR pero se amplifica, y simultaneamente, se cuantifica el
producto, adicionando una solucién marcada con fluoroforo la cual estimulada a cierta
longitud de onda permite medir la tasa de generacién de los productos que se estan

estudiando. 2

Actualmente, se utilizan inmunoensayos como el ELISA (por sus siglas en Inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para cuantificar la concentracion de citocinas en
suero, plasma o liquido sobrenadante de cultivo de linfocitos (Figura 4). Esta prueba
consiste en fijar anticuerpos especificos para la citocina que se desea detectar, en este caso
el IFN-y a una microplaca multipozo. Cualquier IFN-y que se encuentre presente en el
suero, plasma o sobrenadante se une al anticuerpo inmovilizado. Posteriormente se realiza
un lavado para remover cualquier sustancia no unida. Después se adiciona un segundo
anticuerpo especifico para el IFN-y conjugado con una enzima. Se realiza un lavado para
remover cualquier anticuerpo marcado con la enzima, no unido y se adiciona un sustrato
sobre el que sea capaz de actuar la enzima. La reaccion genera una coloracién en el pozo y

posteriormente se agrega la solucion de paro. Para finalizar se lee la densidad Optica de

15
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cada pozo. La intensidad del color esta directamente relacionada con la cantidad de IFN-y
unido en el paso inicial. ® Esta prueba se esté utilizando para diagnosticar tuberculosis en el
ganado bovino (Bovigam®) *’ en aquellos casos donde la prueba de tuberculina se haya
vuelto inatil; los animales infectados con Mycobacterium bovis tienen linfocitos circulantes
sensibilizados a los antigenos microbianos, por lo que la estimulacion con el antigeno PPD
(por sus siglas en Inglés Purified Protein Derivatived) estimula a los linfocitos T para

secretar IFN-y el cual es detectado mediante esta prueba. > %3
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Figura 4: Presentacion esquemética de la deteccion de IFN-y mediante la prueba de
ELISA. Adaptado de Http://www.novateinbio.com/techinfo/protocols/Sandwich%20ELISA%20principle/
Sandwich%20ELISA%20principle.pdf
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3 JUSTIFICACION

Como se ha descrito, el IFN-y es una de muchas citocinas que intervienen en los
mecanismos de inmunidad innata y adaptativa (especifica), y por tanto es de esperarse que
paulatinamente se vayan incorporando en los analisis de laboratorio clinico la medicion de
los niveles de esta citocina como indicador del estado que guarda el sistema inmunitario de
un paciente. Es en este contexto en el que se inserta el presente proyecto en el que se
evaluaron los niveles de IFN-y en el sobrenadante de sangre completa de perros clinicamente
sanos estimulada con un mitdgeno de la lectina de Phytolacca americana (MPA)
(Pokeweed) con el propdsito de empezar a establecer los niveles basales o fisioldgicos
utilizando un estuche disponible comercialmente, que ha sido empleado por investigadores en

otros paises. 22934
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
e Determinar y analizar los niveles de IFN-y en 60 muestras de sangre

completa de perros clinicamente sanos y de diferentes edades (cachorros,
jovenes y seniles).
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Recoleccién de muestras sanguineas de perros clinicamente sanos y de
diferentes edades (cachorros de 3 meses a 11meses, adultos jovenes de 12
meses a 7 afios y adultos seniles de 8 afios en adelante).

e Estandarizacion de la prueba de ELISA del estuche comercial Quantikine
(R&D Systems, # CAIF00) para la determinacion cuantitativa de la
concentracion del IFN-y en el sobrenadante de células sanguineas
estimuladas con el mitégeno de la lectina de Phytolacca americana (MPA).

e Analisis e interpretacion de los resultados.

19
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Se recolectaron 2 ml de sangre periférica de la vena cefalica empleando jeringas (de
3 ml con aguja 21x32 mm) con 30 ul de anticoagulante (Heparina 1000Ul), de 60 perros
clinicamente sanos de diferentes edades y razas, agrupandolos en cachorros (3 meses a
11meses), adultos jovenes (12 meses a 7 afios) y adultos seniles (8 afios en adelante).

Posteriormente las muestras se colocaron en viales de polipropileno de 2.0 ml.

5.2 ESTIMULACION CELULAR
Se empleo el mitdégeno de la lectina de Phytolacca americana (MPA) (Pokeweed,
Sigma, # L8777) a una concentracion final de 10 pug/ml en medio de cultivo RPMI 1640

(Gibcobrl, # 22400-089).

Para la estimulacion celular se emplearon tres microplacas de 96 pozos de
poliestireno estéril a las cuales se les agregaron, por pozo y por duplicado, 50 pl de cada
muestra sanguinea, 50 ul de MPA y 150 pl de medio RPMI. Como control negativo de cada
muestra se agregaron 50 ul de células sanguineas y 200 ul de medio RPMI. Las placas se
incubaron a 37°C con una atmosfera de 5% de CO, Yy los sobrenadantes se recolectaron 48
horas después, colocandolos en una placa de 96 pozos de poliestireno para su posterior

andlisis.

5.3 TECNICA DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE IFN-y
Para la determinacion del IFN-y canino se empled el estuche comercial Quantikine

(R&D Systems, # CAIF00), el cual se describe brevemente a continuacion:
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5.3.1 PREPARACION DE REACTIVOS

a)

b)

d)

Se reconstituyé el IFN-y estandar liofilizado en 1.0 ml de agua inyectable.

Se adicionaron 40 ml del buffer de lavado concentrado en agua inyectable para
preparar 960 ml del buffer total de lavado.

Se mezclaron los sustratos A y B al mismo tiempo en volimenes iguales 15
minutos antes de ser usados y se protegieron de la luz.

Se reconstituyo el IFN-y estandar con 5.0 ml del diluente calibrador RD6-12 y se
dejo reposar por 5 minutos mezclando suavemente antes de hacer las diluciones.
Se adicionaron 200 pl (con la ayuda de una micropipeta) del diluente calibrador
RD6-12 en tubos de polipropileno. Se uso la solucién estandar de IFN- y para
realizar diluciones dobles seriadas. El estandar de IFN-y canino sin diluir sirvio
como la concentracion mas alta (4000 pg/ml) y el diluente calibrador RD6-12 se

consider6 como la concentracion cero (0 pg/ml).

5.3.2 PROCEDIMIENTO

Se prepararon todos los reactivos, diluciones estandar, control y muestras como se

indicé en la seccion anterior. Posteriormente se adiciond 50 ul del diluente RD1-63 en cada

pozo de la microplaca cubierta con el anticuerpo monoclonal de raton especifico para IFN-y

canino, y después, en diferentes pozos se agrego por duplicado 50 pl de cada dilucidn del

estandar IFN-y canino, del control IFN-y canino o del sobrenadante obtenido de la

estimulacion celular; gentilmente se mezcl6 la microplaca por 1 minuto. Se cubrid la placa

con una pelicula adherente y se incub6 por dos horas a temperatura ambiente.

A continuacién se decantd el contenido de la microplaca y se lavd con la solucién

amortiguadora de lavado (400 pl/pozo); este paso se repiti0 cuatro veces para un total de
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cinco lavados. Se removidé cualquier remanente de la solucion de lavado invirtiendo la
microplaca sobre papel absorbente. Subsiguientemente se adiciond 100 ul del conjugado
anti-IFN-y biotinilado (anticuerpo monoclonal de raton especifico para IFN-y canino) a
cada pozo y se cubrié la microplaca con la pelicula adhesiva y se incubé por 1 hora a
temperatura ambiente. Se volvio a decantar y se lavd como se indicé previamente.

Posteriormente se adicionaron 100 pl de estreptavidina peroxidada a cada pozo, se
cubrié con la pelicula adhesiva y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavé
la microplaca como se indico previamente. En seguida se adicionaron 100 ul de la solucién
sustrato A+B a cada pozo y se incubé por 30 minutos a temperatura ambiente,
protegiéndola de la luz. Después se adicion6 100 pl de la solucidn de paro a cada pozo, se
agito gentilmente la placa para asegurar una mezcla completa.

Finalmente se determind la densidad Optica de cada pozo utilizando un lector de
ELISA Opsys MR (Dynex Technologies) a 450 nm y 570 nm de longitud de onda.
Siguiendo la recomendacion del fabricante del estuche comercial se realiz6 una correccion
de longitud de onda a 570nm, sustrayendo las lecturas de 570 nm de las lecturas a 450 nm.
Esta sustraccion corrigio las imperfecciones dpticas en la placa.

Para el calculo de cada muestra se optd por el denominado indice de estimulacion
ampliamente empleado en las pruebas de transformacion blastoide o blastogénesis
utilizadas para la evaluacién de la actividad de linfocitos T in vitro %', Este pardmetro se
calcula dividiendo el valor obtenido en las muestras estimuladas entre el valor obtenido en

las muestras sin estimulo.
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5.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de varianza de un experimento factorial con dos factores para
ver el efecto del sexo y la edad sobre el indice de estimulacion midiendo el IFN-y. El factor

edad tuvo tres niveles (cachorros, adultos y seniles) y el factor sexo con dos niveles

(hembras y machos).
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6 RESULTADOS

Se calcul6 el indice de estimulacion (IE) en 60 muestras de sangre de caninos los
resultados se presentan de la siguiente forma: en las tablas 1, 2 y 3 se presentan los
resultados de los animales divididos por grupos de edad a saber cachorros, adultos jévenes
y adultos seniles. También se presentan los resultados de toda la poblacién separada por

sexos para las hembras en la tabla 4 y para los machos en la tabla 5.

En las figuras 5 y 6 se presentan los resultados arriba descritos en forma gréafica. En
ambas graficas se pueden observar que existe una enorme dispersion entre los datos, con
una tendencia hacia los datos mas altos y hay un traslape en las cajas lo cual refleja que no

hay diferencia significativa entre los grupos de edad y en el sexo.

Al realizar el analisis de varianza tanto entre los grupos de diferente edad como
entre machos y hembras no se observa una diferencia estadisticamente significativa ya que

el valor fue de p>0.05.
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Tabla 1: Niveles de IFN-y en sangre periférica de cachorros expresados como indice de
Estimulacion (IE).
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Dogo de Burdeos
Yorkshire Terrier
Poodle
Yorkshire Terrier
Dogo de Burdeos
Dogo de Burdeos
Dogo de Burdeos
Schanuzer Miniatura
West Highland Terrier
Doberman
Beagle
Bulldog Inglés
Bulldog Inglés
Cobrador Dorado
Beagle
Mestizo
Bulldog Inglés
Boxer
Yorkshire Terrier
Bulldog Inglés

(X: Promedio; DE: Desviacion estandar)

Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Hembra

2.93
4.93

8.14
11.49
11.84
13.67
16.25
16.39
18.31
18.32
19.43
21.07
21.77
24.46
40.41
51.62
52.91
52.97
57.68
86.97

+

N
n
Ul
co
I
N
N
o
a1

Tabla 2: Niveles de IFN-y en sangre periférica de adultos jovenes expresados como indice
de Estimulacion (IE).
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T 10as

8 afos
7 anos
14 afos
14 afos
8 afos
8 afos
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13 afos
13 afos
13 afos
10 afos
8 afos
13 afos
12 afios
9 afos
13 afos
12 afios
10 afios
12 afios

w
w
aN
(o]
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o1
(o]
o

Schanuzer Miniatura
Mestizo
Beagle

Samoyedo
Cocker Spaniel

Schanuzer Miniatura
Mestizo
Mestizo

Schanuzer Miniatura

Cobrador de Labrador

Grifén de Bruselas
Schanuzer Miniatura
Schanuzer Miniatura

Gigante de los Pirineos
Mestizo
BullTerrier
Cocker Spaniel
Cocker Spaniel
Schanuzer Miniatura
Cocker Spaniel

(X: Promedio; DE: Desviacion estandar)

Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra

1.96
7.78
9.73
16.11
16.33
16.63
17.29
17.70
19.09
25.47
25.73
26.09
36.94
37.45
40.36
45.47
56.78
72.28
86.15
94.41

+

Tabla 3: Niveles de IFN-y en sangre periférica de adultos seniles expresados como indice
de Estimulacion (IE).
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Tabla 4: Niveles de IFN-y en sangre periférica de hembras expresados como indice de
Estimulacion (IE).

'MUESTRA EDAD ~ RAZA  [E
[ 18  10afios Schanuzer Miniatura 1.96
[ 2 4afos Dogo de Burdeos 2.93
[ 56  5meses Pastor Aleman 4.42
238 6afos Yorkshire Terrier 4.93
[ 24 | 5meses Boxer 5.71
46 8afios Mestizo 7.78
[ B4 | 1l1meses Cobrador de Labrador 8.42
[53 | 10 meses Pekinés 9.65
[ 28 | 6meses Dogo de Burdeos 10.04
26 5afos Dogo de Burdeos 13.67
[ B2 | 10 meses Yorkshire Terrier 14.78
[ 14afos Samoyedo 16.11
[ 5 | 5afios Schanuzer Miniatura 16.39
22 s8afios Schanuzer Miniatura 16.63
[ 47 | 8afios Mestizo 17.29
[18 " 4afios  West Highland Terrier 18.31
[ 17 | 13afios Schanuzer Miniatura 19.09
[ 4 4afos Beagle 19.43
[ 8  6meses Dogo de Burdeos 20.35
[ 4 2afos Bulldog Inglés 21.07
[ 27 | 4 meses Dogo de Burdeos 21.44
43 2afios Bulldog Inglés 21.77
9 | ©6aifos Cobrador Dorado 24.46
[38 7 meses Bulldog Inglés 24.84
[ 16 | 10afios Schanuzer Miniatura 26.09
[[15  13afios  Gigantes de los Pirineos 37.45
[ B9 | 11 meses Boston Terrier 39.25
60 3meses Dogo de Burdeos 39.42
[ 55 | 3meses Dogo de Burdeos 45.59
400 | 3 meses Bulldog Inglés 47.55
[ 1 | 3afios Mestizo 51.62
45 2afios Bulldog Inglés 52.91
[ 41 | 3afios Boxer 52.97
21 12afos Cocker Spaniel 72.28
[ 8 | 10afios Schanuzer Miniatura 86.15
[ 42 3afos Bulldog Inglés 86.97
[ 10 | 12afios Cocker Spaniel 94.41
29.03 * 24.57

(X: Promedio; DE: Desviacion estandar)
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Tabla 5: Niveles de IFN-y en sangre periférica de machos expresados como indice de

Estimulacion (IE).

ol
=
@
w
@
w

14 afos
12 afios
3 afos
13 afos
3 afos
2 meses
8 afos
3 meses
12 afios
5 afnos
6 meses
9 afos
4 meses
13 afos
4 afnos
4 meses

Mestizo
Poodle
Bulldog Inglés
Beagle
Yorkshire Terrier
Dogo de Burdeo
Dogo de Burdeo
Cocker Spaniel
Mestizo
Doberman
Cobrador de Labrador
Grifén de Bruselas
Dogo de Burdeos
Schanuzer Miniatura
Dogo de Burdeos
Mestizo
Beagle
Dogo de Burdeos
Bull Terrier
Bulldog Inglés
Cocker Spaniel
Yorkshire Terrier
Bulldog Inglés

(X: Promedio; DE: Desviacion estandar)

5.13
8.14
8.77
9.73
11.49
11.84
16.25
16.33
17.70
18.32
25.47
25.73
27.22
36.94
38.92
40.36
40.41
42.85
45.47
49.55
56.78
57.68
64.64

+

N
©
w
oo
I
[N
oo
o
N
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Figura 5: Comparacion de los niveles IFN-y en sangre periférica entre los grupos por edad
(cachorros, adultos y adultos seniles) expresados como indice de Estimulacion (IE).
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Figura 6: Comparacion de los niveles IFN-y en sangre periférica entre los grupos por sexo
(hembras y machos) expresados como indice de Estimulacion (IE).
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7 DISCUSION

En el presente trabajo se midieron los niveles de IFN-y de perros clinicamente sanos
de distintas razas, edades y sexo. No se obtuvo una diferencia estadistica en los niveles de
esta citocina entre los grupos de hembras y machos, ni en la comparacion entre los distintos
grupos de edad (cachorros, adultos jovenes y adultos seniles), sin embargo existe una
tendencia a una mayor produccion de IFN-y conforme el perro envejece, similar a lo que se
obtuvo cuando se evalu6 el balance Ty1/TH2 en sangre periférica de perros de edades entre
0.5 a 11.8 afios mediante el analisis de citometria de flujo con tincién intracelular de
citocinas.’? En ese trabajo el porcentaje de linfocitos Tl productores de IFN-y se
incrementd de manera significativa con la edad del perro, mientras que el porcentaje de
linfocitos Tw2 productores de IL-4 aument6 también pero en menor medida en comparacion

con los linfocitos Ty1.%?

En otro estudio similar se estimuld sangre periférica canina con antigenos de
Distemper Canino, Malassezia pachydermatis y Toxocara canis, ademas de incluir los
mitogenos de la lectina de Phytolacca americana (MPA) (Pokeweed) y Concanavalina A,
con el fin de entender como esta orquestada la respuesta inmune a través de las citocinas
producidas.®* Para este propésito se recuperé el sobrenadante después de 4, 24, 48 y 72
horas de incubacion y se evalu6 la produccion de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y y FNT-a
usando el ensayo de ELISA de captura (similar al utilizado en el presente trabajo). El perfil
de citocinas producidas in vitro en respuesta a estos patdgenos no se vio claramente

polarizado hacia Tyl 0 T2 y més bien fue cambiando con el tiempo.** Sin embargo,
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obtuvieron resultados similares, en el sentido de que la produccion de IL-4 aumentaba con

la edad del perro.'2%*

La evaluacion de las citocinas ha tomado relevancia en los Gltimos afios en el
estudio de la respuesta inmune a distintas enfermedades. Una de las enfermedades en donde
se ha estudiado ampliamente el IFN-y es en la Leishmaniosis Canina (LC), producida por
Leishmania infantum/chagasi; esta enfermedad tiene varias presentaciones y causa lesiones
cutaneas, oculares, renales, viscerales, linfoadenopatias, entre otras, con un desenlace fatal.
Para combatir este patdgeno el sistema inmune depende de la respuesta de los linfocitos T
(Thl y Th2) v la produccién de sus citocinas.*® % Se han realizado algunos estudios para
evaluar el perfil de citocinas expresadas durante esta enfermedad, donde se evalud la
frecuencia y el nivel de expresion de las citocinas IL-4, 1L-10, IL-12, IFN-y y FNT-a en
esplenocitos de 30 perros infectados naturalmente con L. infantum/chagasi, usando el
método RT-PCR. Los resultados que obtuvieron sugieren que la LC se caracteriza por una
produccién mixta de citocinas Tyl y Tn2, con una acumulacion predominante de IL-10
asociada con el aumento de la carga parasitaria y la progresion de la enfermedad ademas de
estar directamente relacionada con el aumento de la presentacién de los signos clinicos.*®
Por el contrario, en otro estudio, se detectaron que los niveles altos de IFN-y se asocian con

el control de la enfermedad.®

En un estudio similar, se investigd la respuesta inmune temprana contra L.
infantum/chagasis. Se realiz6 una técnica de estimulacion in vitro que consiste en co-
cultivar sangre periférica de canino con macrofagos autélogos infectados; los resultados
obtenidos mostraron que la expresion de IFN-y e IL-4 estd directamente relacionada a la

carga parasitaria, a menor carga parasitaria menos expresion de estas dos citocinas. 22
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La evaluacion de la expresion de los niveles de citocinas ha sido esencial para
entender la respuesta inmune inducida en el perro contra Leishmania, lo que en un futuro
pueda ayudar a caracterizar los mecanismos y factores que intervienen en una respuesta
protectora a la infeccibn y, adn mas, para establecer un posible tratamiento

inmunomodulador.

El IFN-y también se ha estudiado para evaluar la respuesta inmune en la Dermatitis
Atopica (DA) que es una enfermedad dermatoldgica originada por un reaccion de
hipersensibilidad tipo 1 a antigenos ambientales; sus signos clinicos caracteristicos son
prurito, excoriacion, eritema y alopecia, y se cree que los perros que la desarrollan tienen
una predisposicién genética.'* En un estudio se evalué la expresién del ARNm de IFN-y,
IL-4, IL-5 e IL-10 en sangre periférica de perros con y sin DA mediante la técnica RT-
PCR. Los resultados que obtuvieron sugieren que existe una tendencia a que los linfocitos
de los perros atépicos expresen un patrén de citocinas Tx2.** En otro estudio similar, se
evalud la relacion de IFN-y/IL-4 en perros con DA antes y después de ser tratados con un
antigeno de acaro del polvo doméstico. Este estudio se realizé con sangre periférica de 10
perros con DA, usando la misma técnica que el estudio anterior, para evaluar los niveles de
citocinas. En los perros atdpicos se encontrd que el ARNm de IFN-y fue bajo lo que indica
el perfil de citocinas fue polarizado hacia las Tu2. Después de la inmunoterapia con el
antigeno del &caro del polvo doméstico el nivel de IFN-y fue significativamente mas alto
que antes, mientras que la de IL-4 no cambid, lo que sugiere que el tratamiento con este
antigeno especifico invierte la tendencia de la produccién de citocinas Ty2 a Tul.** * En
otro estudio, se trataron perros con DA con IFN-y recombinante (KT-100) y un

antihistaminico tdépico (Difenhidramina: DH) durante cuatro semanas; los criterios de
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evaluacion clinica fueron prurito, excoriacion, eritema y alopecia. KT-100 se administrd
por via subcutanea una vez al dia, tres veces por semana en dias alternos y la DH se
administro por via topica dos veces al dia. El porcentaje de eficacia del KT-100 comparado
con el DH fue mejor concluyendo que puede ser una alternativa eficaz para el tratamiento

de esta enfermedad crénica.™

Los casos de Leishmaniosis y DA del perro ilustran una tendencia actual en el
estudio y/o evaluacion de la respuesta inmune a infecciones o padecimientos crénicos; es
decir, estudiar esta respuesta a través del tipo de citocinas que el organismo produce. Como
se ve en los ejemplos anteriores, el entendimiento de las citocinas producidas puede llevar
al desarrollo de una estrategia de inmunoterapia. El presente trabajo no llegd tan lejos,
simplemente pretendié adaptar la aplicacion de un kit o estuche comercial para cuantificar
el IFN-y canino a las condiciones de un laboratorio de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan. Aunque se estudiaron un total de 60 perros de diferentes razas, edades y sexos,
no se encontrd una diferencia significativa estadisticamente entre las variables. No obstante
se cree que el hecho de haber adaptado la técnica y comentar estos resultados con algunos
Médicos Veterinarios Zootecnistas que practican la clinica de pequefias especies 0 con
alumnos pasantes y/o de posgrado interesados en este tipo de investigacion empieza a abrir
las posibilidades para ampliar y profundizar el estudio de las citocinas caninas en diferentes

escenarios clinicos o experimentales como se hace en otros paises del mundo.
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8

CONCLUSIONES

a) Se detectd de manera exitosa el IFN-y en sangre periférica de perros de distintas

razas, edades y sexos con ayuda del estuche comercial Quantikine (R&D Systems, #
CAIF00)

No se obtuvieron diferencia estadisticamente significativas (p > 0.05) ni entre
perros de diferentes edades, o diferente sexo.

La metodologia empleada podré ser utilizada en diferentes escenarios de interés en
la clinica canina, como son la evaluacion de vacunas, 0 la respuesta inmune en

infecciones, cancer e hipersensibilidad.
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