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RESUMEN

LILIA CASTELLANOS NOVOA: AMPLIFICACION DEL GEN IiL-2 DE
ESPLENOCITOS TOTALES DE POLLO. Comité Tutoral: Ph. D. Guillermo Téllez
Isaias. Dra. Gladys Fragoso. Dr. Victor Tenorio G. Ph.D. Billy Hargis.

Siendo [a IL-2 una citocina producida por los linfocitos T CD4+ CD8- una de las moléculas
centrales de la respuesta inmune celular y sabiendo que se ha demostrado que las citocinas que
se expresan por una infeccién de Salmonella corresponden a la produccién de Interferén y e IL-2
producidas por linfocitos T, se buscéd la amplificacién de este gen en pollos neonatos desafiados
con Salmonefla gallinarum, considerando la importancia que tiene este patégeno a nivel mundiat
siendo un patégeno intracelular, y que los pollos adquieren resistencia natural a la enfermedad
después de los 7 primeros dias de edad. Para poder lograr este objetivo, se establecié la técnia de
RT-PCR para ia amplificacion del RNAm de CD3 a partir de bazo y la amplificacién del RNAm de
IL-2 de esplenocitos totales estimulados con Concanavalina A. Se monitore6 la expresion del gen
de IL-2, teniendo como control la amplificacién del gen de CD3 siendo esta molécula un complejo
de proteinas asociadas con el Receptor de antigeno de las células T, el cual al ser amplificado
sugirid una transcripcion alternativa, indicandonoslo asi la PCR intema y el corte por enzima de
restriccion. La amplificacién del gen de IL-2 se realizé a partir de esplenocitos totales de pollo
activados con Concanavalina A a una concentracion de 10 ug /ml. siendo después verificada por
corte de enzimas de restriccion, por PCR interna y secuenciacién, Se evalué la expresion del
RNAmM de IL-2 en pollo necnato desafiado con 1X10 8ufc de Salmonella gallinarumalos 1, 2, 3,
4, 5 6, 7y 10 postdesafio. La amplificacion del RNAm de Il.-2 no se observd por RT-PCR
durante los 10 dias postinoculacitn en los pollos neonatos desafiados con Salmonella gallinarum
ni en los del grupo control, sin embargo la amplificacion de este gen por PCR interna se observd
desde el primer dia postinoculacion tanto en pollos desafiados, como en los controles, del mismo
modo se observé la amplificacion del gen, CD3 por RT-PCR desde el primer dia en ambos grupos.
La amplifiacion del RNAm de IL-2 obtenida a partir de los esplenocitos de las aves B300 es 95.7%
homdloga a la secuencia obtenida por Kaiser P y Mariani P en 1999. No se encontr evidencia de
que la IL-2 sea la citocina principal en la respuesta inmune a Salmonella gallinarum en pollos

neonatos.



ABSTRACT

LILIA CASTELLANOS NOVOA: IL-2 GENE AMPLIFICATION FROM CHICKEN
SPLEEN CELLS. Comité Tutoral: Ph. D. Guillermo Téllez I1saias. Dra. Gladys
Fragoso. Dr. Victor Tenorio G. Ph.D. Billy Hargis.

The IL-2 is produced by CD4+CD8+ T cells, and is considered cne of the central molecule in the
celular immune response and it has been demostrated that the main cytokines expressed by T
cells in Salmonelfa infection are INFy and IL-2. We amplified IL-2 gen en neonatal chicks
challenged with Salmonelfa gallinarum, considering that this intracellular pathogen has worldwild
importance and the chickens has natural resistance after 7 days old. To obtain this objective the
gen expression by RT-PCR technique was developed, using for control the amplification of CD3
gen from spleen cells, and the amplification of IL-2 from spleen cells actlivated with Concanavaline
A. This IL-2 gene expression was made with CD3 control, being this molecule a protein complex
associated with the T cells antigenic receptor, wich one suggested an alternative sr.;licing by the
Nested PCR amplification and restriction enzime cut resuits. The IL-2 gene amplification was
made from chicken spleen cells activated with Concanavaline A using 10 ug/ml concentration. And
this amplification was verified by restriction enzimes, Nested PCR and secuenciation. The IL-2
RNAmM expression was evaluated in neonatal chicks challenged with 1 X1 08 ufc of Salmonelia
gaffinarum at 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 10 days postchallenge. The IL-2 RNAm amplification was not
observed at any day by RT-PCR in neonatal chicks. We observed the amplification of this by
Nested PCR since the first day postinoculation in contro! and challenged chicks. We observed also
the CD3 gen amplification by RT-PCR since the first day . The IL-2 RNAm amplification obtained
from spleen cells from B300 es 95.7% homologous to published by Kaiser p and Mariani P in 1989.
There was not evidency that the 1L-2 is the main citokine ne the immune response to Saimonelfia

galfinarum in neonatal chicks.
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L- TITULO:

Amplificacién det gen IL-2 de esplenocitos totales de pollo.
IL.- INTRODUCCION:

2.1 SALMONELOSIS EN POLLOS

La salmonelosis es una enfermedad causada por las diferentes especies de Salmonelia y tiene
manifestaciones clinicas severas, que van desde una gastroenteritis y hasta bacteremia. Tiene
importancia mundial significativa tanto econémica y de salud pdblica, Las diferentes especies de
Salmonella son organismos que pueden ser usados para investigar los complejos que interactuan
entre el patégeno y el huésped, tanto in vivo como in vitro. '

Es un patdgeno intracelular, Gram-negativo, capaz de infectar una variedad de huéspedes .
Después de la ingestién oral, la bacteria penetra en el epitelio del intestino delgado.? Mientras la
patogénesis de la salmonelosis esta bien definida en los modelos mamiferos como el ratén y el
conejo, hay sorpresivamente una cantidad limitada de literatura describiendo !a patogénesis de
esta enfermedad en el modelo aviar. La respuesta inmune comienza con la interaccion entre el
patégeno y las células epiteliales produciéndose la quimiotaxis de las células fagociticas al lugar
de la infeccién, esta raspuesta celular se da tanto por la migracién de los heteréfilos como de los
macréfagos a la superficie luminal. Estudios previos han demostrado que los macréfagos juegan
un papel de diseminacidn de la Salmonelfa a los 6rganos dei sistema reticuloendotelial, tanto a
los linfonodos mesentéricos, como higado y bazo.? La Salmonella penetra al epitslio intestinal,
esta penetracion esta mediada por el sistema de secrecion tipo ill codificada en la Isla de
patogenicidad | de Salmonelfla. Las proteinas secretadas por este sistema interactuan con las
células epiteliales activando diferentes respuestas incluyendo la produccién de citocinas pro-
inflamatorias, permitiendo la llegada de células polimorfonucleares acompafiadas por un aumento
en la secrecién de fiuidos.® Los linfocitos T alojados primero en el Tejido Linfoide Asociado a la
Mucosa migra tanto a la mucosa como a la [dmina propia, para participar en la defensa, siendo
principalmente Linfocitos T CD4+ , o al epitelio tanto CD8+ o/ff 0 CD4+ intraepitelialmente.* Se
ha demostrado que las aves mostraron aumento de resistencia a la invasidén por Saimonella
después de habérseles administrado parenteralmente sobrenadante rico en citocinas obtenidas de
células T estimuladas con Concanavalina A.°



2.2 CITOCINAS

Los linfocitos T son las células centrales de la regulacion del sistema inmune; sus funciones estan
mediadas por moléculas solubles designadas citocinas, por receptores de membrana. Las
citocinas actlan uniéndose a receptores de alta afinidad expresadas en las células blanco. La IL-2
esta incluida en el grupo de las hematopoyetinas las cuales comparten caracteristicas

estructurales de sus receptoress.

2.3  INTERLEUCINA-2

La IL-2 es una citocina producida por los linfocitos T después de una estimulacién antigénica de
estos, siendo un factor de crecimiento autéerino y paracrino; media la expansidn clonat de los
linfocitos CD4* CD8-, CD4-CD8*, asi como de las células asesinas naturales (NK)} y de los
linfocitos B. Formalmente es conocida como Factor de crecimiento de las células T y actualmente
se le rsconoce como una de las moléculas centrales de la respuesta inmune celular, permitiendo
la inmunidad especifica y no especifica hacia agentes microbianos y tumorales’.

Fue descubierta en 1978 por Morgan et al., debido a su propiedad de aumentar la mitogénesis de
los linfocitos T humanos y mantener el cracimiento continuo de las células T normales en cultivo®,
La expresidn y secrecidn de la IL-2 es inducida por una combinacion de estimulos inmunes dados
por la interaccién del receptor antigénico de las células T con un antigeno especifico asociado al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad, asi como por sefiales accesorias dadas por células
presentadoras de antigenc como son los factores solubles .

2.3.1 Caracteristicas

Es una proteina globular constituida por cuatre hélices o que se sitlan formando caras planares
hidréfobas alrededor de una porcién central muy hidrofoba y dos asas B 8 Esta configuracién se
mantiens, en parte por un enlace disulfuro simple entre las cadenas, que es esencial para su
actividad bioldgica. Su peso molecular es de 13 a 28 kDa y su punto isoeléctrico es de 5810
Myers T.J et al., en 1992 realizaron una purificacion parcial y caracterizacion de la IL-2 de pollo,
encontrando un rango de peso molecular que va de 17.5 a 25 kDa.” (Fig. 1)




2.3.2 Caracteristicas moleculares

La IL-2 madura contiene un péptido sefial que no tiene sitios de glicosilacién y puentes disulfuro
que parecen cruciales para su funcién''. La similitud de la secuencia de los aminodcidos
comparados entre el humano, el pollo y ratdn sugieren que la molécula del pollo tiene una
similitud estructural con sus homélogos“. Hay 4 regiones repetidas con aminodcidos
hidrofébicos en ta posicién 1 y 4 los cuales forman presumiblemente las a-helices anfipaticas.
Estas regiones son equivalentes a las hélices A, B, C y D de los mamiferos'’. El gen de IL-2 est4
compusesto por cuatro exones y tres intrones correspondiendo exactamente al de los mamiferos
excepto por que el exon 2 y el intrén 2 son més pequefios. De los tres intrones, el primero es més
grande que el equivatente de mamifero; el segundo vy el tercero son mas pequedios, principaimente
el tercero. El gen se encuentra en a! cromosoma 4 unido al ANXS al igual que el del cromosoma
humano 4 y 3 del ratdn. Los experimentos de mapeo también muestran que el gen de la IL-2 de

pollos es de copia sencilla al igual que el de los mamiferos''.

2.3.3 Transcripcion:

El ARNm, no es sintetizado constitutivamente en los linfocitos T, fa transcripcién de la IL-2 esta
restringida a las células T y es fisiolégicamenté dependiente de estimulos especificos tales como
el reconocimiento antigénico; en general los niveles méaximos de ARNm para IL-2 se han
registrado de las 4 a |las 8 horas después de |la exposicion de las células al estimulo 121314

Se piensa que solamente el IL-2Rp media la sefial de transduccién'®. La mayorfa de los sitios de
unién de los factores de transcripcién identificados en promotores del humano y del ratén estan
presentes en el promotor de IL-2 de pollo, siendo muy similares en sus equivalentes en la
secuencia y estén presentes en el mismo orden en el promotor ''.

2.3.4 Receptores

El receptor de la IL.-2 estd constituido por 3 cadenas complejas que son proteinas integrales de |a
membrana que se ralacionan entre sf de modo no covalents, de las cuales la cadena « es unica
para la IL-2, la cadena § es compartida como receptor de la IL-15 y la cadena y es compartida
como receptor de las IL-4, -7-8 y -15 '® Las variaciones en el amino terminal determinan la




afinidad de la unién con la IL-2. La subsecuente interaccién de la IL-2 con los receptores de alta
afinidad promusve la rapida expansion clonal de la poblacién de las células T originalmente
activadas por antigenos ®. La expresion de los receptores de la IL-2 esta regulada por mecanismos
transcripcionales y postranscripcionales 7. Su expresién declina alrededor de 6 a 10 dias
posteriores a la activacién, independientemente de gue haya IL-2 presente reguldndose de
manera autdnoma; por lo tanto unos cuantos dias después de la activacién la célula T se volvera
refractaria a IL-2 cesando la proliferacién clonal. Esta naturaleza transitoria ayuda a mantener el
patrén ciclico y autolimitante del crecimiento normal de la célula T in vivo. Se ha identificado una
proteina G que se une al receptor, inducida en las células T activadas por IL-2; implicada en la
proliferacion de dichas células ',

Las células asesinas naturales (NK), al igual que las células T en reposo, expresan
constitutivamente la cadena B y y de IL-2, y pueden ser estimulados por nivelas altos de IL-2. Sin
embargo las células NK, no expresan {L-2 Re y, por o tanto no reducen sus requerimientos de IL-
2 incluso tras [a activacién como en el caso de las células T. Las células NK proliferan sélo en
respuesta a concentraciones mas altas de IL-2. La célula T una vez estimulada comienza a

exprosar la cadena IL-2R « y de este modo adquieren receptores de alta afinidad g

Los linfocitos B activados expresan IL-2R de alta afinidad en aproximadamente el 30% de la
densidad que se encuentra en células T activadas ® Los monocitos y macréfagos expresan de
manera constitutiva cantidades bajas de cadena IL-2R B, perc expresan por induccion receptores

de alta afinidad que contienen las tres cadenas al exponerse a IL-2 U otras sustancias activantes 8

2.3.5 Funciones bioldgicas

Las células T estimuladas por {L-2 muestran un aumento en la intensidad de las respuestas
inmunitarias mediadas por estas células y puede actuar como factor de muerte para ellas mismas.
Estimula |a sintesis de otras linfocinas producidas por estas células como el INF y.

Actlia como factor de crecimiento de las células B y como estimulo de la sintesis de anticuerpos. '°
Como factor de crascimiento promueve la proliferacién y diferenciacion de cualquier célula que
exprese alta afinidad al receptor IL-2.

De manera indirecta la IL-2 estimula la produccién del factor de estimulacién granulocitica-
macréfaga, que regulan las actividades de macréfagos y la exposicion continua de un macréfago

activado a IL-2 aumenta sus actividades .® %2




En las céluias NK estimuladas por IL-2 se promueve su maduracién en la expresién de su
funcién citotéxica y el aumento de esta. 2!

2.4 CD3.

Aunque la union del Receptor de Células T (TCR) a el complejo mayor de Histocompatibilidad
unido a la célula presentadora de antigeno, es necesario para iniciar su activacion, la
coestimulacion adicional de los receptores de la superficie celular se requieren para una éptima
proliferacién, la produccién de citocinas y la citotoxicidad, Mas aun, se ha demostrado que las
sefiales via complejo TCR/CD3 puede inducir anergia fin d %

El CD3 es un complejo de multisubunidades de proteinas no covalentemente asociadas con el
Receptor de Antigeno de las células T. Considerables evidencias indican st papel de la molélula
CD3 en la transduccién de la sefial de activacién de la célula T 2.

Las moléculas de CD3 incluyen a miembros de la superfamilia de las Ig de alta homologia
llamados v, § ¥ €. Ademas de!l 80 al 90 por 100 de los complejos contienen un homodimero unido
por puentes disulfuro de una proteina denominada cadena £, En los ratones se ha reportado que
las células T expresan un heterodimere de la cadena { y un producto del procesamiento
alternativo de su gen denominado cadena . Cuando un antigeno se une al TCR, las cadenas
asociadas CD3 transducen sefizles al citoplasma d ela célula que conducen a su activacién
funcional. Una vez reconocido el complejo pébtido — Complgjo Mayor de Histocompatibilidad se
fosforilan los residuos de tirosina de los Motivos de ativacion del inmunorreceptor via tirosina
{ITAM). En ias colas citplasmaticas de las cadenas de CD3. Otra funcidn es facilitar la expresién
en superficie del complejo TCR.Z

En ratones el gen de CD3y esté constitituido por siete exones, y es altamente homélogo al gen
CD35, y sus transcripciones parecen ser controladas por los mismos elementos regulatorios 2*.

En aves se demostrd que los timocitos que expresaron en su superficie el CD3 fueron
predominantemente linfocitos T CD4+ y CD8+, que se ha encontrado la molécula de CD3
citoplasmica en esplenocitos al octavo dia embrionario Z.

La transcripcién del RNAm del CD3 fue detectada desde el décimo dia embrionario y su sefial
aumenta hasta después del nacimiento®, sin embargo Pat Bucy report6 la presencia de CD3+
citoplasmico en esplenacitos desde el dia 8 embrionario. 2/

Tomando en cuenta [os datos antes mencionados, la amplificacidn del gen de CD3 nos permitic
evidenciar la presencia de los linfocitos CD4+, siendo el control en la producciéon del RNAM y su
amplificacion demostrando que el proceso de extraccion de RNAm y RT-PCR fueron obtenidos a
partir de estas células ya sea dando resuitados positivos o negativos en la produccion de IL-2.



2.5 JUSTIFICACION.

Se conoce muy poco de la inmunidad celular y humoral en las aves en contra de diferentes
patégenos, debido a la falta de herramientas que permitan evaluar y analizar los fenémenos
biologicos de la respuesta inmune del pollo. La interaccién de las especies de Salmonelia con el
sistema inmune son numerosas y complejas. EI uso de cultivos celulares ha dejado datos a veces
contradictorios acerca de la induccién de citocinas, Para definir los eventos complejos que
ocurren en el sistema inmune después de una infeccion con Saimonefla se requerird una
tecnologia més sofisticada tal como la PCR para demostrar la formacién de citocinas .

Los ratones han sido usados como modelo para infeccion de Saimonefla. Se han encontraron
cepas de ratones como Mus mus. Castaneus, Mus mus musculus, Mus mus molosinus, mus
domesticus complex, Mus mus domseticus Poschiavinus con caracteristicas especificas en la IL-2
relacionadas como respuestas % pel mismo modo se han realizado estudios para buscar
diferencias moleculares en la IL-2 de diferentes lineas de pollo para encontrar alguna relacién
entre la susceptibilidad de estas lineas para algunas enfermedades, sin encontrar diferencias
entre ellas *".

Las especies de Salmonella infectan tanto células fagociticas y no fagoclticas. Se ha demostrado
por diferentes estudios qus la disminucidn de células CD8+ o CD4+ abroga completamente la
transferencia de la inmunidad de proteccion . Colectivamente astos estudios indican que las
células CD4+ y CD8+ actian de manera sinérgica para controlar la infeccion en especies
virulentas de Saimonelia .

Se ha demostrado en mamiferos que las citocinas que se expresan por una infeccidn de
Salmonella corrresponden a la produccién de IFN y e IL-2 producidas por los linfocitos T %,

Se nacesita un mayor entendimiento de como la Salmonefia interactua con el huésped, para
entender la enfermedad y los procesos de colonizacién en el polio, ambos en términos de la salud
animal y plblica. Los logros recientes en |la clonacion de citocinas aviares permite el desarrolio de
técnicas moleculares para evaluar la produccion de citocinas en respuesta a la infeccion en el
polio y puede permitir una mayor profundidad en el conocimiento de la interaccion entre el
huésped y la Salmonelia a nivel molecular y celular >,

Las diferentes especies de Sa/monefla afectan principalmente a los poilos recién nacidos hasta
sus primeros 7 dias de edad, posteriormente los pollos adquieren una resistencia natural a ia
enfermedad, incluso a dosis de 10° unidades formadoras de colonia por la via natural >,

La infeccion de los pollos necnatos con Samonella gallinarum, nos perimitira evaluar la
expresion del RNAm de IL-2 en este, durante los primeros dias de vida.




A través de RT-PCR se ha evaluado !a expresién de! RNAm de las citocinas con un nivel de
sensibilidad muy alto. Se han reportado varios procedimientos de RT-PCR para dicho fin % En
este trabajo se amplificar el gen de la IL-2 para después buscar una relacion entre aves
neonatas y su produccién de IL-2 que nos pueda orientar a comprender el estado inmung y la
resistencia de las aves a diferentes edades. Se espera que teniendo informacidén sobre la IL-2 de
polio se contribuya en el estudio de! sistema inmune aviar y su respuesta ante el estimulo de un
patégeno como e! de Salmonelia *°.




Fig. 1 La figura muestra un modelo para el complejo formado entre la interleucina 2 (IL-2) y su

receptor trimérico. La IL-2 esta coloreada en rojo, y las cadenas a, B, ¥y v del receptor. estan

coloreadas en amarillo, verde y azul, respectivamente.




.-OBJETIVOS:

3.1.-OBJETIVO GENERAL
Determinar si el pallo neonato expresa RNAmM de L-2 en respuesta al estimulo ds

Salmonella gaflinarum.

3.2.-OBJETIVOS PARTICULARES
-Establecer |a técnica de RT-PCR para la amplificacién del gen de CD3 de polio a partir
de bazo.
-Establecer la técnica de RT-PCR para evaluar la expresion def RNAmM de IL-2 en el pollo
a partir de esplenocitos totales de pollo estimulados con Concanavalina A.
-Evaluar la expresién del RNAm de IL-2 en el pollo neonato desafiado con Salmonella

gallinarum a partir de esplenccitos totales de pollo.

IV.- HIPOTESIS:

Los pollos necnatos expresan RNAmM de IL-2 en respuesta al estimulo con Salmonella

gallinarum,




lL.-OBJETIVOS:

3.1.-OBJETIVO GENERAL
Determinar si e} pollo neonato expresa RNAm de IL-2 en respuesta al estimulo de

Salmonella gallinarum.

3.2.-OBJETIVOS PARTICULARES
-Establecer ia técnica de RT-PCR para la amplificacion del gen de CD3 de polio a partir
de bazo.
-Establecer la técnica de RT-PCR para evaluar la expresién del RNAm de IL-2 en el pollo
a pariir de esplenocitos totales de pollo estimulados con Concanavalina A,
-Evaluar la expresién del RNAm de IL-2 en el poilo neonato desafiado con Saimonelia

gallinarum a partir de esplenocitos totales de pallo.

IV.- HIPOTESIS:

Los pollos neonatos expresan RNAm de IL-2 en respuesta al estimulo con Salmonella

gallinarum.



V.- MATERIAL Y METODOS.

Para lograr los objetivos particulares se desarrollé la siguiente estrategia:

5.1 ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA DE RT-PCR PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN
DE CD3 A PARTIR DE BAZO.

- Obtencién de esplenocitos totales de pollo.
- Extraccion de RNA

- Procadimiento de RT-PCR

- Secuenciacién

5.2 ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA PARA LA EVALUACION DE LA EXPRESION DEL
RNAm DE IL-2 DE POLLO A PARTIR DE ESPLENOCITOS TOTALES DE POLLO ESTIMULADOS
CON CONCANAVALINA A.

- Expresitn de IL-2 de pollo, a través de la activacion de linfocitos con Conacanavalina A.
- Bxraccidén de RNA

- Procedimiento de RT-PCR

- S8ecuenciacién.

5.3 EVALUACION DE LA EXPRESION DEL RNAm de IL-2 EN EL POLLO NEONATO DESAFIADO
CON Saimonella gallinarum A PARTIR DE ESPLENOCITOS TOTALES DE POLLO.

- Desafio de pollos neonatos

- Extraccion de RNA

- Procedimiento de RT-PCR para la amplificacién del gen CD3 e I1.-2
- Procedimiento de Nest-PCR para la amplificacién del gen de IL-2.
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5.1 ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA DE RT-PCR PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN DE
CD3 A PARTIR DE BAZO.

AVES-
Se utilizaron aves ligeras  B-300 de un dia de edad a 3 semanas para la obtencién de
esplenocitos.

OBTENCION DE ESPLENOCITOS TOTALES DE POLLO:

Los bazos de pollo fueron colectados y macerados, siendo después filtrados por una malla de
organza estéril, para tener una poblacién celutar uniforme. Las células se lavaron 3 veces con
PBS, resuspendiéndose en 7 ml de HBSS con 10% de suero fetal bovino. Finaimente se contaran
y resuspendieron en RPMI 1640 con 2% de suero de pollo a una concantracion de 5 x 108
células por mililitro.

EXTRACCION DEL RNA
Se utilizé para la extraccién de RNA el método de trizol y se siguid el protocolo descrito
por Chomazynski y Sacchi® que consiste en:

Separacién;

Se colectaron las células en tubos de centrifuga eppendorf de 1.5ml cada tubo contenia 1ml de
medio con céiulas. Se centrifugaron a 1200Xg, se les retiré el sobrenadante y las céluas fueron
lisadas con 1ml de frizol. Las muestras homogenizadas se incubaron por 5 min. a temperatura
ambiente. Se adiciond 0.2ml de cloroformo por cada mi. de trizol. Se agitaron 15 segs. en el
vortex e incubaron a temperatura ambiente por 2 a 3 min. Se centrifugaron a 12000xg por 15 min.
a 4°C.

Precipitacion:
Se transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo. Se adicionaron 0.5 m! de isopropanct por 1 ml de
trizol y se mezclaron. Las muestras fueron incubadas por 10 min. a temperatura ambiente. Se

centrifugaron a no mas de 12000 Xg por 10 min a 4°C.

Lavado:
Se removid el sobrenadante, el precipitado fue lavado con etancl al 75%, con un volumen igual al
usado con trizol (1:1). La muestra fue mezclada y se centrifugd a no mas de 7500 Xg por 5

minutos a 4°C.
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Redisolucién:

Se dej6 secar el botdn de RNA y se disolvié el RNA en agua DEPC con pocos pases de solucién a
través de la punta. Se incubd 1Q min. a 55-60°C,

Se midi6 la concentracion de RNA por medio de espectrofotometria con luz Ultravioleta a 260nm y
se almacent a -70°C,

PROCEDIMIENTO RT

1.-Se prepart la siguiente mezcla en un microtubo estérit puesto en hielo.

1l Oligo (dT) 12-18) (500 pg/ml)

1-5ug RNA total.

Agua destilada estéril suficiente para 12p).

2.- Se calentd la mezcla a 70°C por 10 miny se sumergié inmeadiatamente en hielo.
3.- Los tubos se centrifugaron bravemente

4.- Se agregé:

4pl amortiguador 5X

2u 0 A MDTT

1l 10 mM dNTP mezcla ( 10 mM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP a un pH neutro)
y se agitd en vortex brevemente para después incubarse a 42°C por 2 minutos.
5.- Se agreg6 1 pl de Super Script Il y se mezcld por pipeteo.

6.- Se incubaron 50 min, a 42°C.

7.- Se inactivé la reaccion por calentamiento a 70°C por 15 min.

B,- La cadena de cDNA se usé como templado para la amplificacion en PCR.

PCR

Se amplificé el gen de CD3 como control de la amplificacién de IL-2 en el Termocilcador
Gen Amp PCR System 2400 Perkin Elmer.

Para la ampilificacion de! gen de CD3 se utilizaron los siguientes iniciadores basandose en la
secuencia publicada por Bernot A.y Auffray Ch.en 1991%.

Secuencia 523" CTG AGC ATG AGT GTG AAA GAA

Correspondientes a los nucleétidos de la posicién 106 a 126.

Secuencia 5'a 3" CTT GCG GGC CTT GGC AGT TGC

Esta secuencia es reversamente complementaria a los nucledtidos de la posicién 535 a 555 en la

cadena complementaria del DNA.
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La amplificacién se ilevé acabo con 10 uM de cada primer, 5 U de Taq polimerasa, PCR buffer, 2
pl de 10mM de dNTP Mix, 3 ul de 50 mM MgCl,, 10 ul de amortiguador de PCR 10X, 2 pl de la
cadena complementaria de DNA obtenida de RT-PCR.

Se utilizaron 30 ciclos de: 94°C por 30 segs, 53°C por 25 segs, 72°C por 1:45 min.

Se observd y analizé la ampiificacion del gen por electroforesis a partir de un ge! de agarosa al 3%
tefido con bromuro de etidio, 45minutos a 95 Volts.

Se verificd la amplificacién del gen deseado por medio de enzimas de restriccidn por el
tratamiento répido utilizando la ezima Bst Xl, cuyo sitio de corte se encuentra en la posicion 489
de acuerdo a la secuencia que se tomé como base para la amplificacion.

También se llevd acabo la amplificacion interna del producto de PCR utilizando los siguientes
iniciadores:

Secuencia 5'a 3" GCT CCC ACC ATA TCA GGG ATT
Esta secuencia corresponde a los nucledtidos de Jas posiciones 346 a 366.

Secuencia 5'a 3 AGT GAT GCA ATA CAC AGC AAT
Esta secuencia es reversamenta compiementaria a los nucledtidos de la posicion 403 a 423 enla
cadena complementaria del DNA.

Se utilizaron 30 ciclos de: 94°C por 30 segs, 53°C por 25 segs, 72°C por 1:45 min.

Se observé v analizéd la amplificacién del fragmento por electroforesis a partir de un gel de
agarosa al 3%, tedido con bromuro de etidio durante 45 min. a 95 Volts.

Se purificaron las bandas por separado empleando el kit GENCLEAN KIT (Stratagen) .

Una vez purificadas las bandas se realizé de nuevo el corte con la enzima de restriccidn BsiX|
por tratamiento rapido. Asi mismo se realizd la amplificgeién interna a los productos de estas
bandas. Se observd y analizaron los productos purificados, asi como su corte por enzima de
restriccién y su amplificacion interna por electroforesis a partir de un gel de agarosa al 3%, tefido
con bromuro de etidio durante 45 min. a 85 Volts.

E! producto de la ampilificacion interna de CD3 se secuencié en el Instituto de Fisiologia de ia

Universidad Nacional Auténoma de México, por el método automatico,
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5.2 ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA PARA LA EVALUACION DE LA EXPRESION DEL
RNAm DE IL-2 EN POLLO APATIR DE ESPLENOCITOS TOTALES DE POLLO ESTIMULADOS
CON CONCANAVALINA A.

EXPRESION DE IL-2 DEPOLLO .

ACTIVACION DE LINFOCITOS CON CONCANAVALINA A.

Cada bazo de pollo fué colectado y macerado siendo después filtrado por una malla de organza
para tener una poblacién celular uniforme. Las células se lavaron 3 veces con PBS
resuspendiéndose en 7 mi de HBSS con 10% de suero fetal bovino. Las células se contaron y
resuspendieron en RPMI1640 con 2% se suero de pollo, penicilina (100U/ml) y estreptomicina
(1004 g/ml) a una concentracion de 5 x 108 células por mililitro.

Se formaron 3 grupos experimentaies de cultivo celular:

A) Células incubadas en medio RPMI suplementado

B) Células a las cuales se ies agregd medio RPMI suplementado con Concanavalina A, siendo
este un mitégeno activador de los linfocitos T *. Se utitizé una concentracién final de 10u g/iml y
las células se incubaron a 40°C por 12hrs .

C) Células a las cuales se les reemplazé el medic con el sobrenadante del grupo B después de
las 12 hrs. de estimulacién con Concanavalina A.

EXTRACCION DEL RNA

A las células estimuladas con Concanavalina A se les recolectd el medio y se le agregd a
las células del grupo C para evaluar activacion de estas a las 24 horas a partir del sobrenadante
del grupo B.

Se utilizd para la extraccion de RNA por el método de trizol las célutas det grupo B, siguiendo el
mismo procadimiento descrito para la obtencién de RNA para la amplificacién del gen de CD3.

PROCEDIMIENTO DERT
Se seguié el mismo programa sugerido para RT det gen CD3 descrito con anterioridad.
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IL-2
PCR
Para la amplificacién del gen de IL-2 se utilizaron los siguientes iniciadores, baséndose en la
secuencia obtenida por Sundick y Gill Dixon * en 1997:
Secuencia 5'a 3" ATG ATG TGC AAA GTA CTG ATC
Correspondientes a los nucledtidos de la posicion 1 a 21
Secuencia5'a3" TTATIT TTG CAG ATATCT CAC
Esta secuencia es raversamente complementaria a los nucleétidos de la posicion 412 a 432 enla
cadena complemesntaria del DNA.
La amplificacién se llevd acabo con 10 uM de cada primer, 5 U de Taq polimerasa, 2 ul de 10mM
de dNTP Mix, 3 Wl de 50 mM MgCl, , 10 ul de 10 X amortiguador de PCR, 2 ul de |a cadena
comptementaria de cDNA obtenida de RT. .
Se utilizaren 30 ciclos de: 94°C por 1 min, §0°C por 2 min, 72°C por 2 min
Los procesos de PCR se realizaron en el Termociclador Gen Amp PCR System 2400 Perkin
Etmer.
Se observd y analizd la amplificacién del fragmento por electroforesis a partir de un gel de
agarosa al 3%, teriido con bremuro de etidio.
Se verificd la amplificacién del gen deseade por un corte con la enzima de restriccién SsH  por
medio del tratamiento rapido, cuyo sitio de corte se encuentra en la posicién 161 de acuerdo a la
secusncia que se tomé como base para la amplificacién.
También se llevd acabo la amplificacion interna del producto de PCR utilizando los siguientes
iniciadores:
Secuencia 5'a 3": GAA ATA TTG GAA AAT ATC AAG
Esta secuencia corresponde a los nucledtidos de ias posiciones 121 a 141,
Secuencia 5'a 3" GAG GTT CTT TTC GAT ATT TTG
Esta secuencia es raversamente complementaria a los nucledtidos de la posicion 289 a 309 en la
cadena complementaria del DNA.
E! producto de la amplificacién de IL2 se secuencié en el Instituto de Fisiologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México, por el método automatico.
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5.3 EVALUACION DE LA EXPRESION DEL RNAm DE iL-2 EN EL POLLO NEONATO
DESAFIADO CON Salmonella gallinarum A PARTIR DE ESPLENOCITOS TOTALES DE
POLLO.

DESAFIO DE POLLOS NEONATOS:
Se monitored la expresion del gen para IL-2 en pollos necnatos desafiados con Salmonella
gallinarum,
Se utilizaron aves ligeras B-300 ALPES de un dia de edad. Se mansjaron 2 grupos:
a) Grupo control con 10 aves
b} Aves inoculadas con Salmonefla gallinarum. 32 aves

El indculo para el desafio con Salmonella gallinarum fue preparado con Solucién Salina
Fosfatada estéril. Para el desafio se ajusté a una absorvancia de 1 a 260nm con luz UV, que
equivale a una concentracion de 10° unidades formadoras de colonias {ufc)/ml. Finalmente el
indculo fue diluido con PBS para obtener una concentracién final de 4 X 10 ® ufc/ml. Las aves
fueron inoculadas por via oral con 250 yl, y al siguiente dia fueron sacrificadas para la obtencion
de bazo.

EXTRACCION DE RNA

Se buscé la expresién del RNAm de IL-2 de lds esplenocitos totales tanto de una ave det grupo
control como de 4 aves desafiadas, al dia 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 v 10 postinoculacion. Se realizo la
extraccién con el mismo procedimiento ya estandarizado”con los esplenocitos estimulados con
Concanavalina A. Se llevd acabo el reaislamisnto bactericlégico observande las ufc que se
cultivaron en agar Mc Conkey a partir del bazo rompiendo con Triton 10X los esplenocitos y
liberando las bacterias. Se observd ia mortalidad de las aves con la dosis utilizada de Saimonella

gallinarum.

PROCEDIMIENTO DE RT-PCR
Se amplificaron los gnees de CD3 e IL-2 siguiendo el mismo protacolo gue en el establecimiento

de ta técnica de cada gens.

PROCEDIMIENTQ DE NESTED-PCR para |a amplificaicén del gen de IL-2.
Se realiz6 de la misma manera que en e! establecimiento de la técnica para la evaluacién de los
genes de CD3 e IL-2.
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V.- RESULTADOS:
ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA DE RT-PCR PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN DE
CD3 A PARTIR DE BAZO.

Se logré la amplificacion del gen de CD3 |, sin embargo se encontré la amplificacién de 2 bandas
una de 450 pb (esperada) y otra de 350; considerando en un principic a la banda del pssc no
esperado como una amplificacion inespecifica.

Se realizardén cambios tanto en concentraciones de los componentes de la reaccion de PCR asi
como en las temperaturas y tiempos del ciclo de amplificacion de PCR, sin embargo, no se logro la
desaparicion de esta banda,

Se incubaron las muesiras con la enzima de restriccidn BsfXl y se observé que ambas bandas
poseian el sitio de corte en el mismo lugar cortando 56 pb, de este modo se observé una banda de
400pb y otra de 300 pb. Se realizd la PCR interna { anidada) y se observé la amplificacion de una
sola banda del peso esperado de 77 pb. Por lo que se procedid a la purificacién de las bandas de
450pb y 350pb por separado utilizando el kit GENCLEAN KiT (Stratagen) .

Una vez purificadas las bandas se realizé de nuevo el corte con la enzima de restriccion BstXl y
se observd por separado la pérdida de 56 pb en ambos casos, asi como su amplificacién interna
de 77pb en amhos casos. Por io tanto sugerimos que ambas bandas corresponden a la
amplificacién del gen de la molécula de CD3. Este resultado nos permite evaluar la presencia de
RNAm de Linfocitos T en el experimento final,.manejandoio asi como control positivo de nuestro
procedimiento de amplificacion del gen de IL-2 y en la evaluacién dsl pollo neonato desafiado son
Salmonelia gallinarum. (Fig.2) El producto de la PCR interna de CD3 fué secuenciado teniendo
una homologia del 93% comprada con la publicada por Bernot A y Aufray C . (Fig. 3)
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Fig.2. Amplificacién del RNAm de CD3 de pollo por RT-PCR a partir de RNA total de
esplenocitos totales .

Carrit 1: Marcador de 25 pb

Carril 2;: Amplificacién de CD3 banda de 450pb y 350 pb.

Carril 3: PCR interna de la amplificacién completa de CD3 banda de 77pb.

Carril 4: Banda de 450 pb purificada

Carril 5: Banda de 400pb correspondiente al corte con enzima BstX! de la banda purificada
de 450 pb.

Carril 6;: Banda de 77pb correspondiente a la PCR interna de la banda purificada de 450 pb.
Carril 7: Banda de 350 pb purificada.

Carril 8: Banda de 300pb correspondiente al corte con enzima de BsfXl de la banda
purificada de 350 pb.

Carril 9: Banda de 77pb correspondiente a la PCR interna de la banda purificada de 350 pb.
Et! DNA fue corrido en un gel de agarosa al 3%, con bromuro de etidio.
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CD3DE POLLO

B/A: TGGT_CGCAGATGTTGTCGCCACTGTCTTGCTGGCAATTGCTG

Esph. TGGTNCCCANA GTTGTCGCCACTGTCTTGCTGGCAATTGCTG
5 10

B/A: TGTATTGCATCACTA

Esp. TGTATTGCATCACTA

Fig. 3 Comparacién de la secuencia promotora de CD3 de pollo amplificada a partir de esplenocitos totales de
pollo (Espl) con la publicada por Bernot A y Auffray C %. (B/A)

EVALUACION DE LA EXPRESION DEL RNAm DE IL-2 EN POLLO A PARTIR DE
ESPLENOCITOS TOTALES DE POLLO ESTIMULADOS CON CONCANAVALINA A.

La activacién de linfocitos se observé de manera indirecta a través de la observacién de
acumulos en formas de racimos de estas células después de las 24 horas postactivacién. Se tomé
el sobrenadante de las células activadas con Concanavalina A a las 12 horas postactivacion, y se
probd la activacién de este sobrenadante activando otras células sin concanavalina A
observandose del mismo modo activacion a las 6 horas después de agregarles el sobrenadante,
mientras en nuestro control negativo no se observd activacion celular.

Se tomd a las 4 horas postactivacion células estimuladas con Concanavalina A, para ser lisadas
con trizol y se realizo la amplificacién con las s.ecuencias y condiciones ya descritas en material y
métodos para {a amplificacion de CD3 y de IL-2.

Se observd la banda esperada de 432pb que correspondia al tamafio esperado de la
amplificacion del gen de IL-2. Se hizo el corte con |la enzima Sstf observandose una banda de 271
pb que correspondia a la banda de mas pares de bases del corte. Se realizé la PCR interna a
partir del gen amplificado y se observé la banda esperada de 188pb. (Fig.4) El producto de {a RT-
PCR de IL-2 fué secuenciado teniendo una homologia del 95.7% comprada con la publicada por
Kaiser Py Mariani P ''. (Fig.5)
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Fig.4. Amplificacién del RNAm de IL2 de pollo por RT-PCR a partir de RNA total de
esplenocitos totales .

Carrit 1: Marcador de 25 pb.

Carril 2: Banda de 432 pb correspondiente a la amplificacién del RNAm de IL-2,

Carrit 3: Banda de 271 pb correspondiente al corte de la banda amplificada de 432pb de IL-2

con la enzima Sstt.
Carrii 4: Banda de 188 pb correspondiente a la PCR interna a partir de la amplificacion de

432pb de IL-2,
ElI DNA fue corrido en un gel de agarosa al 3% con bromure de etidio.
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INTERLEUCINA 2 DE POLLO

KM: ATGATGTGCAAAGTACTGATCTTTGGCTGTATTTCGGTAGCAA
Espp ATGATGTGCAAAGTACTGATCTTTGGCTGTATTTCGGTAGCAA

KM: CGCTAATGACTACAGCTTATGGAGCATCTCTATCATCAGCAA
Espi. TGCTAATGACTACAGCTTATGGAGCATCTCTATCATCAG_AA
44 83
KM: AAA_GGAAACCTCTTCAAACATTAATAAAGGATTTAGAAATA
Esp. AAATGGAAAACTCTTCAAACATTAATAAAGGATTTAGAAATA

89 95
KM: TTGGAAAATATCAAGAACAAGATTCATCTCGAGCTCTACACA
Espi. TTGGAAAATATCAATAAGA__ _TTCATCTCGAGCTCTACACA

141 144
KM: CCAACTGAGACCCAGGAGTGCACCCAGCAAACTCTGCAGTGT
Esp. CCAACTGAGACCCAGGAGTGCACCCAGCAAACTCTGCAGTGT

KM TACCTGGGAGAAGTGGTTACTCTGAAGAAAGAAACTGAAGAT
Esp: TACCTGGGAGAAGTGGTTACTCTGAAGAAAGAAACTGAAGAT

KM: GACACTGAAAATTAAAGAAGAATTT GTAACTGCTATTC_AAA
Espi GACACTGAAAATTAAAGAAGAATTT GTAACTGCTATTCTAAA
288
KM: ATATCGAAAAGAACCTCAAGAGTCTTACGGGTCTAAATCACA
Espi. ATATCNAAAAGAACCTCAAGAGTCTTACGGG TNTAAATCACA
298 325
KM: CCGGAAGTGAATGCAAGATCTGTGAAGCTAACAACAAGAAAA
Espi CCGGAAGTGAATGCAAGATCTGTGAAGCTAACAACAAGAAAA

KM: AATTT CCTGATTTTCTCCATGAACTGACCAACTTTGTGAGATA
Espi AATTT CCTNATTT CNCCA_GAANT

385 390 396 400
KM: TCTGCAAAAAATAA

Fig. 5 Comparacion de la secuencia promotora de IL-2 de pollo amplificada a partir de esplenocitos totales de
pollo (Espl) con la publicada por Kaiser P y Mariani P ''( K/M).
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EVALUACION DE LA EXPRESION DEL RNAm DE IL.-2 EN EL POLLO NEONATQ DESAFIADO
CON Salmonella gallinarum A PARTIR DE ESPLENOCITOS TOTALES DE POLLO.

Se cbservaron claramente las lesiones causadas por la Salmonella gallinarum durante el
desarroilo de la enfermedad dentro de las que destacaron la presencia de esplacnomegalia,
higados bronceados, enteritis y neumonia entre otras. La presencia de estas lesiones fue
constante hasta el dia 7, apartir del cual la obsevacion de estas lesiones disminuy6
considerablements. Se observd claramente las diferencias con los pollos controles quienes no
presentaron ninguna lesién,

Se logré el reaislamiento de Salmonefia a partir del bazo haciendo cultivo en agar M¢ Conkey
tanto de los pollos inoculados como de los pollos del grupo control, esta fue en aumento gradual
hasta el quinto dias postinoculacién, en el cual se alcanzd el pico maxime de la recuperacién de la
bacteria, observando disminucidn de bacterias recuperadas a partir de! séptimo dia
postinoculacion, ne habiendo aistamiento de la bacteria en los pollos dst grupo control.

Con esta dosis de Salmonella utilizada para el desafio de los pollos se obervé el 5% de
mortalidad el dia 5 postinoculacién.

Se observd amplificacion clara y evidente del RNAmM de CD3 desde el primer dia postinoculécion,
tanto en animales desafiados, como en los controles. (Fig.6)

No se observd la amplificacidon del RNAM de IL-2 tanto en animales desafiados como en no
desafiados, por lo tanto se hizo PCR interna y se observé amplificacion de IL-2 desde el primer
dia postinoculacién tanto en animales desafiados como en animales control. (Fig.7)
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Fig.6 Amplificacion del RNAm de CD3J de pollo por RT-PCR a partir de RNA total de esplenocitos de

polio

Carril 1: Marcador de 25pb

Carril 2: Bandas de 450 y 360pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves de 5 dias no

inoculada.
Carril 3: Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves

de 5 dias inoculada.

Carril 4: Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves de § dias inoculada.

Carril 5: Bandas de 450 y 360pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves
inoculada

Carril 6: Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves
Carrll 7. Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves
Carril 8: Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves
inocutada

Carrtl 9: Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves
Carril 10: Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificacién a partir de aves
Carril 11: Bandas de 450 y 350pb cormespondientes a la amplificacién a partir de aves
inoculada

Carril 12; Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificaclén a partir de aves
Carril 13: Bandas de 450 y 350pb correspondientes a la amplificaclén a partir de aves

E| DNA fue corrido en un gel de agarosa al 3% con bromuro de etidio.

de 6 dfas no

de 6 dias inoculada
de 6 dias inoculada
de 7 dias no

de 7 dias inoculada
de 7 dias inoculada
de 10 dias no

de 10 dias inoculada
de 10 dfas inoculada.
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Fig.7. Amplificacién del RNAm de IL2 de pollo por RT-PCR a partir de RNA total de
esplenocitos totales .

Carril 1: Marcador de 25pb

Carril 2: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 5 dias no inoculada.
Carril 3: Banda de 188pb de la amplificacion a partirde aves de 5 dias inoculada.
Carril 4: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 5 dias inoculada.
Carril 5: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 6 dias no inoculada
Carril 6: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 6 dias inoculada
Carril 7: Banda de 188pb de la amplificacion a partir de aves de 6 dias inoculada
Carril 8: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 7 dias no inoculada
Carril 9: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 7 dias inoculada
Carril 10: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 7 dias inoculada
Carril 11: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 10 dias no inoculada
Carril 12: Banda de 188pb de la amplificacién a partir de aves de 10 dias inoculada
Carril 13: Banda de 188pb de la amplificacion a partir de aves de 10 dias inoculada
Carril 14: Banda de 188pb de la amplificacion a partir de esplenocitos estimulados con
Concanavalina A.

El DNA fue corrido en un gel de agarosa al 3% con bromuro de etidio.
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V.-DISCUSION

AMPLIFICACION DEL GEN DE CD3.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que las bandas amplificadas a partir
de los esplenocitos totales de pollo coinciden an cuanto a su sitio de corte de restriccidn y su
PCR interna a la secuencia del gen de CD3 obtenida por Alain Bernot y Charles Auffray %,
quienes ademas sugieren fa posibilidad de que esta sea una forma ancestral de las cadenas y y §
de los mamiferos; y que alternativamente se de una duplicacién del gen. También al igual que Pat
Bucy” se demuestré la transcripcién de esta molécula en etapa embrionaria, por lo tanto nos
permitié monitorear la presencia del RNAm en los esplenocitos de nuestras aves experimentales.
Considerando que David Char et. al.® demostraron que los timocitos que expresan esta moléculas
son principalmente linfocitos T CD4+ CD8- (80%) la amplificacion observada nos permite sugerir
que se trata de Linfocitos CD4+.

Como en las células de murino y humano, los linfocitos T de aves expresan RNAm de CD3. En el
ratén, se ha demostrado que los timocitos, esplenocitos y una linea de células T apartir de linfoma,
también expresan mUitiples transcripciones de CD3 & de tamafio similar. Miles F. Wilkinson et. al.
2 observaron multiples tanscripciones de CD3 & en esplenocitos de murino. En el humano, se ha
reportade que las células T que no expresan transcripciones alternativas bloguean la region
tansmembranal condificada. Por lo tanto parece ser que la expresién del gen de CD3 & esta
modulada por un mecanismo represor de la transcripciénz“. Del mismo moda se ha encontrado que
la transcripcion de algunas moléculas como es el caso de pTACt2 y OCT-1 de las cuales se
conocia poco, han correspondido a transcripciones alternativas del CD3 & u otfras cadenas dei
CD3 . | as 2 bandas amplificadas a partir de los esplenocitos totales de pollo corresponden a
la amplificacién del gen de CD3, sugiriendo que la banda de menor nimero de pares de bases,

corresponde a una transcripcidn alternativa de este gen.
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AMPLIFICACION DEL GEN DE IL-2.

La primera purificacién parcial y caracterizacién de la IL-2 de polio fue publicada en 1992 por
Myers et. al. ®. En 1897 Sundick R y Gill-Dixon C '® realizan la primera clonacion de IL-2, sin
embargo, encuentran homologia con ila IL-15. La IL-15 es una citocina recientemente
caracterizada (1994) que presenta muchas de las propiedades biolégicas de la IL-2, incluyendo la
activacién y proliferacion de las células T y una interaccion especifica con las subunidades y del

receptor de la IL-2; pero su patrén de expresion es distinto 37:38.39

y finalmenta en 1999 Kaiser P y
Mariani P ', demusestran que lo obtenido por Sundick RS y Gill-Dixon CA '® en 1997 es IL-2 y no
IL-15.

A partir de los trabajos publicados por Sundick R y Gill-Dixon C ' Kaiser P y Mariani P "'
demuestran la presencia y secuencia de Iz IL-2 ds pollo. En base a sus hallazgos, se amplifico el
gen de IL-2 a partir de esplenocitos totales de pollo estimulados con Concanavalina A. De la
amplificacion del gen de IL-2 de esplenocitos totales de polle se obtuve una secuencia con una
homologia del 95.7% comparada con la publicada por Sundick y Gill Dixon', por lo tanto 2 la
misma IL-2 de estos estudios con lo cual a su vez se confirma que no es IL-15 no encontrando
diferencias aun siendo diferentes tipos de aves; mientras los hallazgos en ratones de diferentes
cepas indican diferentes moléculas ds IL-2, o cuai explicaria en parte la resistencia de difersntes

tipos de animales a algunos agentes como Salmonella, no siendo el mismo caso en las aves “
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EVALUACION DEL RNAm DE IL-2 EN EL POLLO NEONATO DESAFIADO CON Sa/moneila
gallinarum.

Paul W E y Sender R A *! mencionan que las células T nativas representan a aquellas que
relativamente acaban de emigrar del timo y que no han encontrado antigeno. Estas células
expresan pequefas cantidades de CD4+ y cuando son estimuladas por el receplor en una sefial
coestimuiatoria las células nativas CD4+ producen iL-2 pero no IL-4 o INF y. Generalmente las
células que producen INFy disminuyen su capacidad de producir IL-2 y no producen IL-4.
También explican, que hay resuitados que indican sélidamente el hecho de que las células nativas
CD4+ pTH o multipotenciales y e! evento inicial que determina el fenotipo de linfocina que
producen no es selectivo, sino que influyen factores presentes en la primera estimulacién. Se han
hecho experimentos que indican que las citocinas por si mismas son factores importantes en |a
adquisiciéon de su fenotipo. Aunque las céiulas presentadoras de antigeno especificamente
dirigen a las células TH a desarrollarse como TH1, o en fas células TH2. Se ha observado que los
macréfagos activados, asi como los obtenidos por incubacién con Listeria monocytogenes,
diferencian a los linfocitos para la produccion de INFy. Esto nos podria explicar el no obtener
grandes cantidades de transcripcion de IL-2 que se pudieran considerar de gran importancia en la.
inmunidad contra Salmonella gallinarum. Se deben de realizar estudios en los cuales se
monitoree la amplificacién del gen de INFy, io cual nos podria explicar el comportamiento del gen
de IL-2. Swain S L** menciona el papel de la IL-2 para la diferenciacion de las células TH, por tal
motivo existe la posibilidad de que al no producirse IL-2 ia citocina que esté jugando un papel
importante sea el INF y en la respuesta inmune del pollo neonato contra Salmonelfa gallinarum.

Garrity P ® menciona que para realizarse la transcripcién de la IL-2 se debe de llevar
acabo la activacion de todo un complejo de proteinas. También que el hecho de que hay una
fuerte co;npetencia entre 1as proteinas activadoras y represoras por ocupar los sitios de unién de
los linfocitos T, los cuales no se han identificado en el pollo neonato, por io tanto podrian ain no
estar completos para producir la sefal y hacer la transcripcion de la iL-2.

Otro factor importante, es Ia vida media del RNAm ya que Shaw J et al. “ demuestran
que este es de 1 a 2 horas en lineas celulares y en células linfoides de humano. También
demostraron que las células Jurkat de humano muestran un rapido incremento del RNAm de la IL-
2 durante su induccién, sequida de una declinacion rapida que fue de 4 a 6 horas después. En el
presente estudio se tomaron muestras cada 24 horas por lo tanto es posible que no se haya
detectado este pico méximo de la produccion de RNAm de IL-2.
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También se sugiers |la presencia de receptores coestimuladores que optimizan la
produccion de IL-2 como el CD28, un receptor que interactua con la familia de protelnas B7
expresadas en las células presentadoras de antigeno. La estimulacién combinada de anticuerpos
anti-CD28 y anti-TCR incrementan de 30 a 100 veces mds la produccion de IL-2 que la
estimutacion soélo de anticuerpos anti-TCR. “*“® Por lo tanto serfa conveniente evaluar la presencia
de la molécula CD28 en ! linfocito T de pollo neonato.

Del mismo modo se ha encontrado que en ratones de 3 a 9 meses de edad, el estimulo anti-CD3
solo, no es suficiente para inducir la produccién de IL-2 en las células CD4+, y que se requiere de
la estimulacion del CD28 para producir una mayor cantidad de 1L-2, y que la produccion del INFy
solo necesita la estimulacion de! CD3, ademdas de que el RNAmM de INFy, IL-4 e IL-10 es mas
estable en animales viejos que en jovenes, sugiriendo asi que la estabilidad tiene un papel
importante en los patrones de produccién de citocinas. %

Talebi, Torgerson y Mulcahy 4T gvaluaron la proliferacion de los linfocitos de sangre estimulados
con Concanavalina A y encontraron muy poca respuesta de estos hasta la tercera semana de
edad, en la cual encontraron mayor respuesta a este estimulo ya que después comienza a
declinar, en este exparimento ellos utilizaron aves Cobb500. En el presente estudio se realiz6 la
activacion in vivo de las aves B300 ya que en esta se ha visto resistencia a la Salmonelia
gallinarum y en la bisqueda de encontrar la molécula principal en esta respuesta se busco la
amplificacion del gen de IL-2, encontrandose amplificacion de RNAm de IL-2 en los finfocitos
estimulados con Concanavalina A en estas aves por medio de RT-PCR, no siendo asi en el caso

de los polios necnatos después de la infeccién con este agente.
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VL- CONCLUSIONES

1.- En el presante estudio se logrd la amplificacion del gen de CD3 encontrandose una pasible
transcripcidn alternativa de este, sin embargo como control nos permitié evaluar la transcripcién
en la evaluacién de la amplificacion del gen de IL-2 tanto en los esplenccitos estimulados con
Concanavalina A, asi como en nuestros pollos neonatos desafiados con Salmonella gaflinarum.

2.-l.os esplenccitos totales activados con Concanavalina A a una concentracion de 10ug / m!,
transcriben IL-2 y se puede detectar a las 12 horas post activacion.

3.-L.a amplificacidn de IL-2 obtenida a partir de las aves B300 es 95.7% homéloga a la secuencia
obtenida por Kaiser P y Mariani P. !

4.- El pollo neonato desafiado con Salmoneila galfinarum no expresa RNAm de IL-2 a partir de
esplenocitos totales en cantidades suficientes para ser detectados por RT-PCR sin embargo, la
expresién de RNAm de iL-2 por PCR interna es detectada desde ei primer dia de edad tanto en
pollos desafiados, como en controles, lo que indica que se esta realizando la transcripceién de esta
pero no a niveles detectables por esta técnica. )

5.- Seria conveniente realizar estudios que indiquen si ofra citocina tiene importancia en la

resistencia de los polios necnatos a Salmonelis gallinarum, asi como estudios para saber a que se
debe que la IL-2 no es la citocina principal en la respuesta inmune a Salmonelfla gallinarum.
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