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I. UTILIZACION DE AGENTES INMUNOMODULADORES PARA
FL TRATAMIENTO DE LA ENDOTOXEMIA E INMUNODEPRESION EN
EQUINOS. EFECTOS IN VITRO DE LA INTERLEUCINA-10 Y DEL
FACTOR TiMICO HUMORAL y2.

1. INTRODUCCION.

Antecedentes.

El término endotoxemia se refiere a la presencia en la circulacién sanguinea de la
endotoxina o componente lipopolisacarido (LPS) de la pared celular de las bacterias Gram
negativa, siendo la causa principal de muerte en el caballo, asociada con la patogenia de los
trastornos gastrointestinales involucrados en el sindrome abdominal agudo (cdlico o dolor
abdominal agudo) v la septicemia en potros La endotoxemia es una condicién comin en
caballos con trastornos abdominales agudos y es mas frecuente en casos con enteritis,
lesiones entéricas isquémicas (estrangulantes y no estrangulantes) o ruptura intestinal por lo
que se asocia con un prondstico desfavorable en estos pacientes; aunque de hecho puede
presentarse con cualquier enfermedad dentro de la cavidad abdominal 123

La patogenia de la endotoxemia se inicia cuando el LPS tiene acceso a la circulacion
sistémica a partir del tracto gastrointestinal o a partir de algn foco inflamatorio séptico En
la circulacion, el LPS se une a una proteina de fase aguda conocida como proteina fijadora
de LPS y forma un complejo que interacciona con la molécula CD14 que se encuentra en la
superiicie de fagocitos mononucleares (macrofagos y monocitos) y neutrdfitos, iniciando
con ello la respuesta inflamatoria sistémica. Este proceso en realidad comprende la
interaccion de mudtiples tipos celulares como son los fagocitos mononucleares, células
endoteliales, neutrofilos, fibroblastos y linfocitos, asi como la liberacién de mediadores
proinflamatorios como los metabolitos del 4cido araquidonico (eicosanoides), factor de
necrosts tumoral alfa (TNF-c), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), factor activador
de plaquetas (PAF)*® e interferon-y (IFN-7)° entre otros, por lo que las anormalidades
clinicas existentes durante endotoxemia se asocian con la presencia y efectos de estos
mediadores en el organismo.™®® Entre fos mediadores producidos, el factor de necrosis
tumoral (TNF) tiene un papel importante en fa fisiopatologia de la endotoxemia, ya que este
inicta una compleja cascada de eventos inflamatorios que conducen al deterioro del
paciente '° En caballos con colico los niveles de TNE en el suero y liquido peritoneal se
incrementan,"* To mismo sucede con los niveles circulantes después de la administracion
experimental de endotoxina'' ¥ asi como en los potros con septicemia 1

La produccion de mediadores proinflamatorios como TNF-at, IL-1B, IL-6, IFN-y,
PAF, prostaglandinas y leucotrienos, se acompafia de la liberacion de factores que regulan la
respucsta inflamatoria En humanos durante la endotoxemia y septicemia se producen altos
niveles de interleucina-10 (IL-10) correlacionados positivamente con los niveles circulantes
de TPS, M v se ha postulado que su finalidad es proteger al paciente de los efectos de la
liberacion masiva de mediadores proinflamatorios a la circulacién, ya que la inhibicion de
su actividad aumenta la produccion de estos mediadores y la letalidad de fa exposicién a la
endotoxima %Y La IL-10 controla la sintesis de  los mediadores iniciates del choque
endotoxico come el TNF-c, IL-1B y of 1FN-y; hecho demostrado en ratenes knockout para
I1.-10 altamente sensibles al LPS, los cuales presentan altos niveles de TNF-ar, IL-6, [L-12,
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tumoral {TNF) tiene un papel importante en la fisiopatologia de la endotoxemia, ya que este
imcia wna compleja cascada de  eventos inflamatorios que conducen al deterioro del
paciente '° En caballos con cdlico los niveles de TNF en ef suero y liquido peritoncat se
incrementan,'* lo mismo sucede con los niveles circulantes después de la administracion
experimental de endotoxina' '? asi como en los potros con septicemia.

La produccion de mediadores proinflamatorios como TNF-a, IL-1§}, IL-6, IFN-y,
PAF, prostaglandinas y leucotrienos, se acompafia de la fiberacion de factores que regulan la
respuesta inflamatoria. En humanos durante ta endotoxemia y septicemia se producen altos
niveles de interleucina-10 (IL-10) correlacionados positivamente coa los niveles circulantes
de LPS My se ha postulado que su finalidad es proteger al paciente de los efectos de la
liberacién masiva de mediadores proinflamatorios a la circulacién, ya que fa inhibicion de
su actividad aumenta la produccion de estos mediadores y la letalidad de la exposicion a la
endotoxina "' Ta IL-10 controla la sintesis de los mediadores iniciales del choque
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I1.-10 altamente sensibles al LPS, los cuales presentan altos niveles de TNF-ot, IL-6, IL-12,



iL-12p40, IL-1o, IFN-y y nitrato en ef suero después de un desafio con LPS y que ademas
son extremadamente vulnerables a la reaccion de Shwartzman generalizada ¢ La IL-10
fambien regula ta permeabilidad microvascular y las interacciones célula endotelial-leucocito,
evitando las alteraciones hemodinamicas del escape de proteina a nivel microvascuiar y la
hipotension;  y reduciendo la marginacion, adhesion y reclutamiento de leucocitos en
organos como el pulmon durante la endotoxemia.'® ' Ademéas las propiedades
antimflamatonias de la IL-10 contribuyen parcialmente en el efecto terapéutico de los
glucocorticowdes en la endotoxemia o

Fsta cutocina forma parte de un mecanismo autorregulador, como un componente
mportante de la defensa natural contra el desarrollo de las respuestas patoldgicas inducidas
por ¢l LPS, ya que es el principal factor en la desactivacion de monocitos y macréfagos.
De hecho, los monocitos activados in vitro con LPS producen alfas cantidades de IL-10,
que a pesar de producirse tardiamente (niveles maximos 24-48 horas) en comparacion con la
H.-ig, [L-1f, [.-6, IL-8 y TNF-a (niveles maximos 4-8 horas), cs capaz de inhibir la
transcripcion de estas citocinas y de la misma IL-10, regulando su propia secrecién.”!
‘También se ha observado gue en primates el TNF-¢ induce fa produccion de IL-10 durante
la endotoxemia.” aunque en el raton esta participacion es inicamente marginal *

Actividades de Ia IL-10.

La IL-10 es una citocina producida por distintos tipos celulares entre los que se
encuentran las células Th2 CD4"% células T CD8™,** monocitos, LAy linfocitos B*
incluyendo los B Ly-17 (CD57) % Tiene actividad pleiotropica con efecto  on

- el . » . .
monocitos,"#¥ células T, células de la mucrogha,” leucocttos polimorfonucieares
(PAMN),"® células cebadas,” macrofagos, ™™ linfocitos B, y células asesinas naturales o
linfocitos granulares grandes (1\"KJ/I,GL).31

La 1L-10 posee multiples propiedades inmunomoduladoras, entre ellas una potente
actividad antiinflamatoria al inhibir la sintesis de citocinas y quimiocinas proinflamatorias,
por lo que pucde ser util en el tratamiento de diversos trastornos inflamatorios e

- 3233
idecciosos (Tabla 1)
Tabla 1. Efectos i vitro de la 1L-10.

{-fuctos inhibutonos de la 1.-10. Efectos estimulantes de fa IL-10

tnhebe la sintesis de L-la. HAEB,T 3 %% 3 1.2 ¥ Egtimwla fa sintesis de 1B (mducida por TNF-

16,77 MM P L1077 12, # TNF-," ™™ wyyde IL-6 (en ausennia de LPS)

3¥A e Y N, GACSF M-CSF, GM-CSF

Yoy rorp ©

Inhibe Ia sintesis de las qumiocinas MIP-Ja, * IL-8,"*' Estimula la preduccién de HiOs, Oy " yNo 7

e lpa10 ®

Inhihe indiweclamente, por su efecto sobre otras Incremenia la expresion de los receptores TNI-RI

Gitocinas la smtesis de PAF y Or . % {55) ¥ TNE-RII (p75) solubles y de membrang™™ ¥

FeyRE (CDi6Y, TT{CD32),I (CD64) y CD14 ¥

Reduce la expresién de antigenos del MHC clase

037 mINE-a, Y B e ICAM-1 ¥F o )
WOIA FoyRI, [Ty I = receptor dipo 1, I y Ml para da porcién Fe de mmunoglobulina G, G-CSI = facte:
estumulante de colomas de granulocitos; GM-CSF = factor estimulante de colomas de granulocitos-monocitos,
1H-0,= puroxido de hidrogeno, ICAM-1 = molécula | de adhesién intercetular; IFN-p= interfeson beta, IFN-y =
wteiferun gamma L = interleueina, M-CSF = [actor estimulante de colomas de monocitos, IP-10 = preteina 10
wdnerda por interferon-y, L¥A-1 = antigeno asociado & Ja funcion lescocitana-1, Mac-1 (CDE1bCINE 0 CR3) =
reteptor para el complemento tipa 3, MHC = complejo principal de tustocompatibilidad; MIP-lo = prateina 1-a
iflamatona de macrofagos, NO = oxido nitrico, O;' = amon superoxide. PAF = factor activader de plaquetas,
14GE-B = factor transformador def crecimicato-B, mTNF-ur = ThNF-« de membrana. TNF-a = factor de necrosis
tumoraler, FNT.RI = receptor tipo I para TNF; TNE-RIT = receptor tipo II para TNF.
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IL-10 en modelos de endotoxemia y septicemia.

Para evaluar la capacidad antiinflamatoria de esta citocina se ha empleado IL-10 de
origen exégeno como la IL-10 humana recombinante (rhIL-10), la IL-10 murina
recombinante (rmIL-10) y la IL-10 viral (vIL-10); con resultados relacionados directamente
con la concentracién y tiempo de incubacién empleados.

Estudios in vifro.

Se han estudiado los efectos w#r vifro de la IL-10 en diversos tipos celulares, pero el
mas importante corresponde a las células del sistema fagocitico mononuclear que incluye a
los monocitos sanguineos y macrdfagos tisulares; ya que son el principal grupo celular que al
interaccionar con la endotoxina sintetiza y libera cantidades masivas de los mediadores
proinflamatorios (TNF-a e IL-1P) que desencadenan la respuesta inflamatoria sistémica

Se han empleado predominantemente monocitos humanos activados con LPS de
Eschericina coli o con IFN=y Las concentraciones de TL-10 utilizadas varian entre 3.3-20
ng/ml y 50-200 U/ml. En los monocitos la TL-10 inhibe la sintesis de IL-la, IL-1pB, IL-6,
IL-8 y TNF~x, y estimula la expresion de los receptores mTNF-RH y STNF-RJ; #2473
con cfectos a nivel transcripeional los cuales son més intensos para IL-1a, IL-6 y TNF-
o2 En ol caso TNF-ut esto se traduce en una disminucion en la secrecion de esta
citocina superior al 60%° e incluso al 90%,'°*! porcentaje que depende directamente de la
concentracion de rhIl.-10 empleada. El tiempo de incubacion con IL-10 también afecta el
grado de inhibicién, como se observo al preincubar monocitos humanos durante 1 o 2 horas
con 100 Ufml (6.6 ng/ml) de rhIL-10 reduciendo la transcripcion de TNF-cw en 84 4% y
91 3% respectivamente; aungue su efecto se redujo un 27.6% al agregarla treinta minutos
después del estimulo con LPS.™ La IL-10 también modula la sintesis de PAF y aniones
superoxido (0, ), en forma directa o dependiendo de su efecto en otras citocinas La
coincubacion con 20 ng/ml de rhlL-10 incremento el pico temprano (15 minutos) de sintesis
de PAF inducida por LPS y estimuld indirectamente, dependiendo en parte de su efecto
sobre la sintesis de PAF, la produccion temprana (5 minutos) de O, " Sin embargo la
produccion tardia de O,y PAF en el segundo pico de produccidn (6-12 horas) fue inhibida
totalmente como resultado de una reduccion del 95% en la produccion de TNF-o v

Los efectos de la TL-10 en macréfagos tisulares son similares a los observados en
monocites Se han realizado estudios empleando macrofagos alveolares y peritoneales
humanos, murinos y recientemente equinos; ademds de lineas celulares establecidas con su
origen en macrofagos. Las concentraciones de IL-10 empleadas se encuentran en el rango de
0.1-100 ng/mi y 10-200 U/ml La preincubacion con JE-10 y la posterior activacién con LPS
produce una inhibicién en la produccion de L1, IL-6, IL-8, TNF-a y prostaglandina E;
(PgEs) %192 En macrofagos alveolares humanos la preincubacion durante 2 horas con
thIL-10 (10 ng/mi) inhibié 1a produccién de TNF-o, IL-1, IL-6 e TL-8;" condicion
observada adn al emplear concentraciones menores de rhil-10 (250 U/ml, 3 3 ng/ml) donde
la produccion TNF-r se redujo en 37%; y como sucede en monocitos, el efecto inhibitorio
esta asociado con una disminucién en la transeripeidn de TNF-w, ya que al preincubar con
100 U/ml (6.6 ng/ml) de rhIL-10 esta se redujo en un 47 8% 5% Los macréfagos peritoneales
equinos han mostrado sensibilidad a los efectos de la rhiL-10; la preincubaciéon por 30
minutos con una concentracion =Ing/ml disminuyo significativamente la produccion de
TNF-ct y PgE, y con >10 ng/ml fa de IL-6; con 100 ng/m! alcanzo niveles de inhibicion del
92 2% para TNF-¢, 56.2% para IL-6 y 72 8% para PgE, con cualquiera de las dosis



empleadas de LPS (1, 10 y 100 ng/ml)>  En macréfagos petitoncales murinos la
premcubacion con 10 ng/ml de tmiIL-10 es suficiente para disminuir ef  90% en la
produccion de IL-6 i

Los efectos de la IL-10 se conservan en cierto grado al actuar simultaneamente con
el LPS En lineas cefulares de macrofagos y macréfagos peritoneales murinos inhibié la
produccion de fL-la, IL-16, -6 y TNF-o a nivel transcripcional y postranscripcional
{sintesis proteica) 3835 | 2 rmiL-10 inhibié la produccion del TNF-o en 80-90% en la
primera hora, >90% a las 3 horas y alcanzo la maxima supresion a las 7-10 horas; y dado
que es mayor a mivel transcripeional el efecto se reduce si se agrega posteriormente al
LS *

También se han empleando células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC)
que incluyen a monocitos y linfocitos sanguineos; observando una potente capacidad
antiinflamatoria de la IL-10 en concentraciones entre los 120 pg y 200 ng. En estas célutas
inhibe la sintesis a nivel transcripcional de la IL-1p, IL-G ¥ TNF-¢,** y postranscripcional
de la IL-1B e IL-6." Concentraciones de 20 ng/ml de rhIL-10 inhiben casi completamente
la produccion de estas citocinas al agregarse hasta 2 horas después que el LPS, efecto que se
reduce 4 horas después y que se pierde 6 horas después.**** La rhiL-10 también inhibe la
actividad procoagulante (PCA) dependiente del factor tisular {TF) en la membiana de
monositos y que es inducida por el LPS, con una concentracion de tan baja como 120 pg/ml
inhibié la PCA en un 64-97% al disminuir el TF en monocitos, pero requiriendo un tiempo
de preincubacion de por lo menos 6 horas para obtener cl efecto maximo.”

Los leucocitos PMN o granulocitos neutrdfilos tienen importancia en la patogénesis
de la endotoxemia va que son reclutados y secuestrados en Organos cono pulmén e higado,
donde son causantes de gran parte del daiio tisular, por esto se han realizado estudios con
leucocitos PMN estimulados con LPS para evaluar la capacidad antiinflamatoria de fa IL-10.
La preincubacion por 45 minutos con 100 U/ml de thIL-10 disminuye la transcripcidn de
TNF-, IL-1p ¢ 1L-8, aunque en forma tardia 4 horas después de ta estimulacién con
LPS * También modulz la sintesis de PAF y aniones superoxido en forma simdar lo
observado en monocitos, aungue en menor grado y solo con concentraciones bajas de
LPS(Ing/ml), en los PMN la inhibicion tardia en la sintesis de PAF se asocia con a
inlubicion en la produceion de TL-8 2

‘También se han empleado modelos /2 vifro con sangre completa, para evaluar las
actividades de la I1.-10 y donde también ha mostrado efectos antiinflamatorios. Al examinar
¢l efecto de la rhIL-10 en la produccion de IFN-y inducida por LPS, se enconird que la
preincubacion de sangre completa humana con rhiL-10 {10 U/ ml) durante 30 minutos
inhibié marcadamente la produccién de IFN-y, mientras que la neutralizacion fa IL-10
endogena la incrementd, demostrando el papel regulador de esta citocina en el proceso
witlamatorio

Estudios in vive.

La administracion de IL-10 exdgena (rmiL-10, rhiL-10, vIL-10 y transferencia
genética) ha demostrado ser altamente efectiva para proteger de la endotoxemia letal a
ratones,” " y de la endotoxemia subletal a primates® y humanos 60

En ratones la rmlL-10 protege de la letalidad en la endotoxemia experimental al
reducir en forma importante los miveles circulantes de IFN-y'" y TNF-g, €l dafio hepatico,
actividad de mieloperoxidasa hepatica, marginacion de neutrdfilos en el higado y la



expresion de  moléculas de adhesion (integrinas B2) en los neutréfilos circulantes (Mac-1 y
LFA-1):""%%"%2 gin embargo si se administra 30 minutos después que el LPS esta capacidad
sc reduce, perdiéndose al administrarla después de 5 horas *" También se ha utilizado rhiL-
10 con resultados similares al disminuir la produccion de TNF-a, IL-1a, IL-6, ¢ IFN-y en
un desafio con LPS o TNF-o murine recombinante (rmTINF-c); aunque parece ser menos
efectiva si se administra en presencia de niveles previamente elevados de TNF-cu e IFN-y
que faciliten fa cooperacion de ambas citocinas durante la endotoxemia.”

Se han investigado estrategias como la transferencia genética de IL-10 humana y
viral (proteina BCRF1) en ratones con endotoxemia experimental, obteniendo resultados
que coinciden en general con los ya mencionados. En los animales transgénicos se disminuye
la produccion de TNF-ce, IL-1B y la mortalidad durante la endotoxemia letal, sin afectar
aparentemente la produccion de IL-6; del mismo modo se reduce la respuesta inflamatoria
local hacia estimulos locales tratamiento la respuesta inflamatoria local 5%

Cabe mencionar que a pesar de la evidente actividad antiinflamatoria de la IL-10
enddgena y exdgena, existen resultados contradictorios en cuanto a su efecto benéfico en
ciertas variantes del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica como la septicemia. Se ha
reportado la ineficacia de Ia rhIL-10 para reducir la morbilidad y mortalidad en un modelo
murino de septicemia * En este caso la IL-10 present6 un efecto limitado en la produccién
de TNF-o e IL-6 y en el reclutamiento y secuestro de neutréfilos en pulmoén y peritoneo;
reduciendo tinicamente la produccion local de KC (quimiocina C-X-C homéloga de la IL-8
humana) Es importante notar que la [L-10 endégena tuvo niveles muy bajos en el liquido
peritoneal y que no fue detectada en el plasma; y aunque hubo tendencia a disminuir la
mortalidad, no alcanzo a ser significativa Se requiere mas estudio en este tipo de modelos
para conocer en realidad los alcances de la terapia con I1.-10 a nivel clinico

Al estudiar un modelo de choque séptico posterior a neumonia por P. aeruginosa en
conejos, se observo que la administracion sistémica de rhIL-10 como pretratamiento redujo
fa produccion de los mediadores proinflamatorios TNF-o, IL-8 y MCP-1; evito la
hipotension y caida del gasto cardiaco, y redujo la bacteriemia, aparentemente al mejorar el
aclaramiento de bacterias circulantes.®’

En primates no humanos con endotoxemia subletal el pretratamiento con rhil.-10,
inhibe la iberacion de TNF, IL-6, IL-8 ¢ [L-12, y atentia moderadamente la degranulacion
de neutrofilos y la leucocitosis neutrofilica** En humanos el pretratamiento con rhil.-10
reduce la respuesia febril, la liberacion de IL-6, IL-8, TNF, antagonista del receptor para
1L-1 (IL-1ra) y cortisol, bloquea la activacion y el reclutamiento de granulocitos en el
pulmén, modula el sistema fibrinolitico reduciendo la activacion e inhibicién de la fibrinolisis
¢ inhibe la activacion de la coagulacién; sin embargo el postratamiento una hora después
tiene efectos limitados afectando los niveles de cortisol, reduciendo la whibicion de la
fibrinolisis v 1a activacion de la coagulacion 60.68

También se han realizado estudios ex vivo, en los cuales después de la administracion
in vivo de IL-10 por via subcuténea o intravenosa, se estimula sangre completa con LPS m
vitro, donde inhibié 65 a 95% de la produccion de TNF-ot e IL-1 B, al supnimir la sintesis de
TNEF-o. por al menos 12 horas y la de IL-1B por mas de 24 horas; sin afectar la produceion
de sus antagonistas STNF-RI (p55), IL-1ra y el receptor soluble tipo Il para IL-1.27



11-10 e inmunodepresion.

Comeo s¢ menciono anteriormente la respuesta inflamatoria sistémica inducida por el
LPS se acompaiia de la liberacion de factores antiinflamatorios naturales como la 1L-10 y el
TGE-B, y que también son depresores de la inmunidad celular. """ Dentro de fas propiedades
mmunomoduladoras de fa IL-10 son reconocidas varias que sc pueden considerar
mmunodepresoras en determinadas circunstancias 23 En el caso de la septicemia se ha
reconocido a esta citocina como ¢l mediador principal en el deterioro de la  inmunidad
pulmonar * Se sabe que esta citocina forma parte de la respuesta inmune de tpo Th2,
mediada por finfocitos CD4” productores de IL-4, I1L-5, TL.-10 e TL-13 y que participa en la
inhibicion de la respuesta de tipo Tht caracterizada por la produccién de IFN-y, IL-2 y
TNF-f En parte este efecto se debe a que la IL-10 afecta la funcion de las células
presentadoras de antigeno {APC) como los monocitos y macrofagos. En estas células inhibe
la produccion de fa produccion de citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, M-CSF, GM-
CSF y TNF-¢« También reduce la expresion de moléeulas de clase 1T del MHC, ¥
moléeudas coestimulantes como la B7 e ICAM-1,%¥ y ademéas disminuye su capacidad
ciiotéxica y bactencida.” ™ todo ello en detnimento de su funcion como APC. Ademis
pucde regular indirectamente a los linfocitos T activados al inhibir la produccitn del potente
quimintactico para células T activadas, la quimiocina MIP-1la 16

La IL-10 también tiene efectos directos en células linfoides En linfocitos T CD4”
supnime la tespuesta proliferativa antigeno-especifica dependiente del MHC clase I y la
production de TNF-u, GM-CSF e TEN-7 7577 También reduce la proliferacion en
respuesta a mitdgenos o anti-CD3 y la produccion de IL-2 e IFN-y en presencia de APC,
aunque el efecto en la proliferacion se revierte con la adicién de 1L-2 e TL-4 * ™ D¢ hecho la
11.-10 cs capaz de inducir una anergia prolongada que no puede ser revertida con IL-2 o
estimulacion de CD28 y CD3, ademas de inhibir en la produccién de 1L.-2, IL-5, IL-10,
IFN-y, TNF-o. y GM-CSF.™® En cuanto a linfocitos T CD8 posee efectos tanto
inhibitorios como estimulantes, ya que inhibe indirectamente la respuesta proliferativa
especifica a aloantigenos induciendo un prolongado estado de anergia en presencia de APC
v reduciendo la respuesta citotoxica aloespecifica, aunque no posee efectos inhibitorios
duectos cuando las células son activadas con anti-CD3, por otro lado, la IL-10 promucve
¢l crecimiento de este tipo celular cuande se  combina con dosis bajas de H.-2 8 En
linfocitos B intube Ia profiferacion inducida por LPS, aunque el ligamiento cruzado de los
receptores de antigeno y la estimulacion de CD40 restauran la respuesta de proliferacion,
sugiriendo que la 1L-10 modula la proliferacién de células B, ya que inhibe la de aquellas
(que no hayan nteractuado adecuadamente con un antigeno o ligando CD40 ©

Se han cmpleado multiples agentes imnunoestimulantes en el tratamiento de
enfermedades neoplasicas e infecciosas que se asocian con estados de inmunosupresién .
intre este tipo de farmacos se encuentran fas hormonas y factores timicos actualmente
conocidos como timosinas, timulina, timopoyetina, timostimulina y factor timico humoral 8
1t factor timico humorat v2 (THF-y2) es un octapéptido purificado inicialmente del timo
bovino, tiene un peso molecular de 918 Da y la siguiente secuencia de aminoacidos Leu-
Glu-Asp-Gh-Pro-Lis-Fen-Leu, v el THF-y2 sintético posee actividades biologicas y clinicas
identicas al péptido natural ® E1 THF-y2 restaura y activa diversas funciones de las células
T El THF-2 aumenta la proliferacion linfocitarta v la preduccién de 1L-2 m wifro, al
estimular con los mitégenos fitohemagtutinina (PHA) y concanavalina A {Con A), asi como



también restaura la produccién deficiente m vivo de I1,-2 ¥ EI THF-y2 sintético aumenta la
respuesta blastogénica de los linfocitos T sanguineos gue presentan una respuesta
deteriorada a la PHA, en pacientes urémicos con enfermedades infecciosas recurrentes 85
Debido a las propiedades inmunoestimulantes del THF-y2 demostradas in vitro ¢ in vivo, en
modelos experimentales de enfermedades neoplasicas e infecciosas, y de acuerdo con los
resultados obtenidos en ensayos clinicos ea humanos,* este inmunoestimulante puede ser
utilizado para el tratamiento de la inmunodepresidn posterior al sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, regulando la actividad inmunodepresora de la IL-10 endogena o
exogena en la endotoxemia y septicemia, asi como para el tratamiento de enfermedades en
el caballo que involucren una respuesta inmune deficiente.

Justificacién.

La endotoxemia es la causa principal de muerte en los equinos, asociada con el
sindrome abdominal agudo y cor la septicemia en neonatos. E! tratamienta para prevenir o
tratar en si la endotoxemia en tos caballos es en gran parie inespecifico y esta orientado
principalmente al mantenimiento del sistema cardiovascular (terapia de fluidos IV,
antiinflamatorios no esteroides como la meglumina de flunixin, antimicrobianos de amplio
espectro, etc.), pero sin obtener resultados favorables en muchos de los casos.”’ Se han
investigado en forma experimental diversas posibilidades en el tratamiento de la
endotoxemia en el caballo, como la administracién de anticuerpos monoclonales anti-TNF-
¥ ytilizacion de metilxantinas como la pentoxifiling,”™"*** dietas ricas en 4cido o-
linolénico,” administracién de plasma hiperinmune contra LPS,” antagonistas del receptor
del PAF.* polimixina B y antisuero contra Salmonelia thyphumurivm,”” administracion IV
de un detergente” y de disulfonil-PBN,” con resuftados favorables en algunos casos

Dentro de las posibifidades en el tratamiento de padecimientos inflamatorios se
encuentra la utilizacion de agentes inmunomoduladores antiinflamatorios como la IL-10 2
Esta citocina aparentemente forma parte del mecanismo protector natural contra las
respuestas patotogicas al LPS durante la endotoxemia y septicemia; !> ya que su
produccion se encuentra ligada a la liberacion de citocinas proinflamatorias, en especial el
TNF-oi;” su participacion natural como antiinflamatorio se comprueba en ratones con
deficiencia génica selectiva de IL-10, Ta cual se asocia con fa presencia de enfermedadss
inflamatorias cronicas™™ y con una mayor susceptibilidad al LPS °

Debido a los efectos inhibitorios de la IL-10 sobre la sintesis de los dos mediadores
patofisiologicos mas importantes en fa endotoxemia: ] TNF-o e IL-1§; se sugieren que esta
citocina tiene potencial como parte del tratamiento de enfermedades inflamatorias agudas o
cronicas en el equing, incluyendo entre ellas a la endotoxemia.

Del mismo modo el empleo terapéutico de inmunomoduladores que estimulen al
sistema inmune del caballo es inexistente, por lo que es necesario comenzar el estudio de los
diferentes agentes inmunoterapéuticos conocidos y estudiados en otras especies animales.”
El THF-y2 tiene un alto potencial terapéutico en caballos, ya que por las condiciones de
estrés en que generalmente se mantienen son propensos a sufrir enfermedades infecciosas y
por la importancia econdmica que representan se justifica el empleo de medicamentos que
mejoren la salud de estos animales.



III. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivos.
Objetivos Generales.
1. Evaluar ta capacidad de la IL-10 para inhibir la sintesis y fiberacion de
TNF-a e IL-10.
2. Conocer y evaluar los efectos inmunoestimulantes i vifro del THF-y2

sobre linfocitos equinos

Objetivos particulares.

1.1 Determinar los efectos i vitro de la TL-10 sobre la transcripcion genética y
expresion de RNA mensajero para las citocinas proinflamatorias equinas IL-1B y
TNF-ou

1.2 Evaluar fa capacidad autorreguladora de la IL1G in wiro mediante la
administracion de TL-10 exogena y la evaluacion de expresion del gene para IL-
10 equina.

1.3 Evaluar € efecto de la IL-10 sobre la produccién in wiro de IL-1§ y TNF-a
equinos.

1.4 Evaluar la utilidad de la reaccidn en cadena de la polimerasa y el andlisis
inmunosorbente ligado a enzimas (PCR-ELISA) para cuantificar la expresion
wifro de cilocinas equinas.

1.5 Determinar y evaluar la utifidad de dispositivos comerciales de ELISA para
citocinas humanas en la cuantificacién de IL-1p y TNF-ct equinos

2.1 Conocer los valores normales de las subpoblaciones CD4' y CD8' de linfocitos
T en sangre equina

2.2 Conocer los efectos de la IL-10 sobre la activacion linfocitaria i vitro de células
T equinas provenientes de eabalios sanos.

2.3 Conocer los efectos del THF-y2 sobre la activacion linfocitaria # vifro de células
T equinas.

2.4 Evaluar la capacidad del THF-y2 para contrariestar los efectos de ta 1L-10 sobre
la activacion in vitro de los linfocitos equinos

Hipdtesis.
_La IL-10 inhibe la sintesis i vitre de mediadores inflamatorios a partir de leucocitos
de Ia linea monocito/macréfago de equino, y reduce la activacion in vifro de linfocitos T
equInOs
-El THF-y2 m viiro contrarresta los efectos inmunodepresores de la IL-10 sobre la
actividad de los linfocitos T equinos.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

I. ¥fecto de la interleucina-10 sobre la sintesis in vifro de mediadores
inflamatorios inducida per lipopolisacArido en monocites sanguineos
periféricos equings,

1 Obtencion de muestras

Las muestras sanguineas se obtendran mediante extraccién aséptica a partir de la
vena yugutar de caballos adultos clinicamente normales y sometidos a estudios de patologia
clinica (hemograma y fibrindgeno) estando dentro de los rangos normales. Se colectardn
cincuenta mililitros de sangre venosa por caballo en una solucion de citrato de sodio al
3 8%, | parte de citrato de sodio: 9 partes de sangre; las muestras se conservaran en
refrigeracion para ser procesadas en el menor tiempo posible

2 Aislamiento de monocitos sanpujneos periféricos.

Los monocitos sor aislados en forma aséptica a partir de 25 ml de la sangre con
citrato por medio de centrifugacion por gradiente de densidad, utilizando Percoll al 65%""
(Sigma Chemical Co, St, Louis, Mo) con ciertas modificaciones a los métodos de Henry y
Moore, 1991"y Jackman ef a/., 1994;'* tal y como se describe a continuacion

La sangre s¢ centrifuga a 200 x g durante 5 minutos y el sobrenadante 1ico en
plaquetas es descartado El paquete celular se diluye 1'1 con solucidn salina amortiguada
con fosfato que contenga 0.02% de EDTA, después se coloca cuidadosamente sobre
Percoll 65% y se centrifuga a 400 x g durante 20 minutos. La banda mononuclear se aspira,
se lava uma vez en solucion salina amortiguada con fosfato que contenga 0 02% de EDTA,
y se incuba durante 15 minutos en medio RPMI 1640 conteniendo EDTA 5mM Despugs de
la incubacién se centrifuga v la pastilla celular se lava dos veces con medio RPMI 1640.

Posteriormente las células mononucleares se suspenden en medio RPMI 1640,
suplementado con 100 U¥mt de penicilina, 100 mg/ml de estreptonticina y 0 5 mg/ml de
anfotericina B; en una concentracion final de 4x10° célutas/ml de medio, este méiodo de
aislamiento debe producir >98% de células mononucleares. Las células suspendidas en 1 ml
de medio RPMI 1640 se incuban en tubos de polipropileno estérites a 37°C y 5% de €O,
durante 2 horas para permitir la adherencia de monocitos. Las células no adheridas son
removidas con tres lavados de solucion salina amortiguada con fosfato, la poblacion de
células adherentes debe constituirse de >85% de monocitos. Para determinar la pureza de
los monocitos sanguineos periféricos, estos se evallan mediante tincion  diferencial
(morfologia) y tincion no especifica de esterasa;, ademas para determinar su viabilidad se
realiza la prugha de exclusion de azul de tripan.

A

3 Cultivo y esumulacion de monocitos

Los monocitos son cubiertos con 1 mi de medio RPMI 1640 (suplementado con 100
Uiml de peniciling, 100 mg/ml de estreptomicina y @5 mg/mt de anfotericina B),
contentendo LPS (. colr 055 BS) en concentractones finales de 0,0 1y 1 ug/ml (hora @) e
interleucina humana recombinante (rhIL-10) en concentraciones finales de 0, 1, 10, 160
ng/mi (=2, 0 v 2 horas) Los tubos son incubados a 37°C y 5% de CO; durante 6 horas Los
sobrenadantes son retirados de acuerdo a fos sigurentes tiempos 0, 0.5, 2 y 6 horas (IL-10. ~




2 1), 0.5,2 y 6 horas (IL-10: 0 k), y 2, 4 y 6 horas (IL-10. 2 h) Los sobrenadantes se
almacenan a —70° C para evaluarlos posteriormente y las células son procesadas para
cuantificar el mMRNA para IL-1B, IL-10 y TNF-o. Todas los ensayos se realizaran por
triphcado.

4 Cuantficacion de mRNA para IL-18, IL-10 y TNF-c. mediante la reaccidn en
cadena de la polimerasa v ELISA (PCR-ELISA).

Sc utilizara el andlisis de PCR-ELISA ya que es un método con alta especificidad y
sensibilidad para la deteccién y cuantificacion de mRNA a partir de una muestra de pocas
células Al utilizar equipo, materiales y reactivos relativamente comurnes, y al no emplear
clementos radioactivos en su procedimiento, reduce los costos y evita la produccion de
material residual contaminante. Ademas al emplear la metodologia basica de una prueba de
ELISA se facilita el manejo de un mayor numerc de muestras en menos tiempo que el
cmpleado por otros métodos

4.1 Extraccion y aislamiento de RNA total.

£l aislamiento del RNA celular total se realiza mediante la modificacion descrita por
Xic y Rothblum, 1991 al método de extraccion acida en un solo paso con tiocianato de
guanidio-fenol-cloroformo (Chomezynski y Sacchy, 1987'%).

Preparacién de las seluciones.

Todas fas soluciones se preparan con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC),
la cual se prepara agregando 0.2 ml de solucién de DEPC por cada 100 ml de agua
bidestilada, se agita vigorosamente para integrar la solucion y después se somete al
autaclave para inactivar el DEPC sobrante. La solucion B contiene tiocianato de guanidio 4
M vy citrato de sodio 25 mM {(pH 7.0). La solucion A se prepara mezclando fenol saturade
en agua, solucion B y acetato de sodio (NaOAc) 2 M (pH 4.0) en una relacion 1 1°0.1, y es
suplementada con 720 pl de -mercaptoetanol 0.1 M por cada 100 ml de solucion B. El
fenol contiene 0.04% (peso/peso) de 8-hidroxiquinolina. La solucion A puede ser
almacenada a 4° C por varios meses

Arrstamiento del RNA.

Las células son lisadas directamente en los tubos utilizando 1 ml de la solucién A y
mezclandola con las células usando una micropipeta. El lisado se transfiere a tubos de
propileno, se agregan 0.10 ml de cloroformo/alcohol iscamilico (24:1) a cada tubo, las fases
son mezcladas brevemente {10 segundos) con un vortex La mezcla se mantiene en hielo
durante 15-30 minutos y las fases son separadas por centrifugacion a 12 000 x g durante 20
minutos a 4°C La fase acuosa superior (aproximadamente 500 pl) es transferida a un tubo
nuevo que contenga 500 pl de isopropanol. Las muestras se mezclan y son colocadas a
-20°C durante 1-3 horas{ o almacenado a -20°C durante toda la noche). El RNA se colecta
por centrifugacion (12 000 x g, 20 minutos). La pastilla de RNA se lava 2 veces con etanol
70%, y el RNA se colecta por centrifugacion a 12 000 * g durante 10 minutos después de
cada lavado. Las pastillas son secadas y resuspendidas en 350 pi de agua tratada con DEPC.
E} RNA puede almacenarse en etanol precipitando 300 pl de la solucion de RNA con 2
volumenes de etanol 95% y 1/10 de volumen de NaOAc 3 M (pH 3.2, tratado con DEPC),
almacenandolo en alicuotas ya sea congelado a -70°C o en etanol a -20°C



Evaluacion del RNA.

La calidad y cantidad del RNA obtenido se evalta por medio de electroforesis en gel
de agarosa 1.5% vy espectroscopia de absorcidon a 230, 260 y 280 nm

Para evaluar la pureza y concentracién de RNA por medio de espectroscopia se
requiere de un espectrofotometro que abarque el rango de luz ultravioleta a luz visible, ya
sea de haz de luz sencillo o doble. Se colocan | 0 ml de amortiguador TNE /x (Tris base 0.1
M, EDTA 10 mM, NaCl 20 M, ajustar ¢l pH a 7.4 con HCI concentrado) en un tubo o
cuveta de cuarzo de | em de fongitud y se coloca en el espectrofotdmetro leyendo a 325 nm
{puede ser necesaria la comparacién con agua destilada de este tubo blanco relativo)
ajustandolo en cero. En instrumentos con doble haz de luz se utiliza como referencia esta
solucion blanco. En espectrofotometros de haz sencillo, se remueve el tubo blanco y se
inserta el que contiene la muestra de RNA o el RNA estandar suspendido en la misma
solucién del blanco vy se toma la lectura, repitiendo este proceso a 280, 260 y 230 nm. Para
determinar la concentracion (C) de RNA presente en la muestra, se foma la lectura a 260 nm
{Aas0) v se realiza la siguiente ecuacion' C(ug/ml) = Aggo / 0.025, considerando la longitud
de 1 em del who o cuveta de! espectrofotdmetro y un pH neutro, una absorbancia a 260 nm
de 1.0 equivale a ~40pg/ml de RNA.

Se utiliza una razén de AsofAsg v las lecturas a Agse ¥ Aszs para estimar la pureza
del RNA en la muestra, Razones de 1.9 a 2.0 indican una alta pureza en la preparacion de
RNA. Los contaminantes que absorban a 280 nm como [as proteinas, reducen esta razon. La
absorbancia a 230 nm indica contaminacion de la muestra con fenol o urea, y la absorbancia
a 325 nm sugiere contaminacion con particulas o cuvetas sucias.

4 2 Transcripcion reversa y sintesis del DNA complementario (cDNA).

De acuerdo a la técnica descrita por Alard ef al,, 1993'" para 1a cuantificacion de
mRNA mediante PCR-ELISA, el RNA purificado (1 pg) es incubado en 20 ul de
amortiguador (Promega Corp., Madison,W}) para transcripcion reversa (RT) con 100 uM
de deoxinucledtidos y 4 U por reaccion de transcriptasa reversa del virus de mieloblastosis
aviar (AMV-RT). Se incuba por 10 minutos a temperatura ambiente y 1 hora a 42° C. La
reaccion se detiene con incubacion a 95° C por 1 minuto.

4 3 Amplificacion mediante PCR

El método se basa en las técnicas descritas por Alard ef al., 1993 y por Landgraf,
Reckmann y Pingoud, 1991, pero con ciertas modificaciones. La amplificacion por PCR
se lleva a cabo en SO ul de amortiguador de amplificacion (Promega Corp. Madison, WI)
conteniendo 0.25 pM de iniciadores de sentido (5’-biotina) y de contrasentido (5°-
digoxigenina), 1.25 U por reaccion de Tag DNA polimerasa Los iniciadores utilizados son
especificos para las citocinas equinas 1L-1f, 1L-10y TNF-c. (Tabla 2) El perfil térmico
inicial es de 93° C por 3 minutos, seguido por el nimero indicado de ciclos: H.-1: 30 ciclos
de desnaturalizacion (94° C, 1 min.), templado (45° C, 1 min } y polimerizacion (72° C, 1
min.):"7 IL-10: 35 ciclos (94° C, 30 seg , 55° C, 30 seg. y 72°C, 1 min ); B-actina: 25 ciclos
(94° C, 30 seg., 55°C, 30seg. y 72°C, 1 min ) v TNF-c: 35 ciclos (94° C, 45 seg, 54°
C, 45 seg. y 72°C, 80 seg )™ En el nimero indicado de ciclos 5 pl de la mezcla de
reaccion son muestreados. Todos los pasos de preamplificacidn se realizan bajo una
campana de flujo laminar Para utilizar la técnica “hot start” sin la apertura de los tubos de
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reaccion, se sigue un protocolo para preparar ¢l PCR manteniendo todas las muestras en
hielo antes de colocar todos los fubos simuftaneamente dentro del termocictador, ¢l cual se
debe preparar de antemano a 93° C. Se reafizan controles para detectar cualquier posible
contaminacion

Tabla 2. Inciaderes y tamafio csperado para los productos amphificados por PCR

Amplilicado  Imictador  Je  senudo Imciador de contrasentide Tamafio del
(5 biotina-37) (5 digonigemna-3") fragmento {bp}

-1 cicaggtlicipaggeagee plpeageeclgoageatgttc 918

n.-10°° paclitaagggitacclgggllz tgelicagtitttcatclicglig 323

INFa’™ acicagateateticlegaac poagagaggaggligace 259

{’a-a_cnna"3 atgpalgnigataicgeegeg aggatgeeecloitgctely 194

4 4 Cuantificacién de los productos amplificados.

Se cubren las microplacas de poliestireno con 50-100 pl de una solucién de
estreptavidina lpg/ml, y los sitios libres son bloqueados con una solucién de leche
descremada al 5% y Tween 20 al 2% o con albumina sérica bovina o gelatina 1 pg/ml en
PBS-Tween (NaCl 140 mM, KCl 2 7 mM, Na,HPO, 4 3mM, KHPO, 1.4 mM, 0.05%
(p/v) Tween 50, pH 7 2). Los productos de la amplificacion (Sp! diluidos en 50-100 pl de
PBS-Tween) son transferidos a las microplacas cubiertas con estreptavidina y son incubados
durante | hora a temperatura ambiente. Después de 3 lavados con PBS-Tween, se agregan
50-100 ! de un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (anti-DIG-
AP) (1/7500) y se ncuba por 1 hora a temperatura ambiente Después de 4 lavados mas se
agregan 50-100 pl el sustrato de paranrofenii (PNP) (1 mg/mi) en un amortiguador de
dietanolamina 1 M La densidad éptica (OD) se mide a 405 nm después de incubar & 37° C.

Se construye una curva estandar interna amplificando el ¢cDNA de la B-actina con
iniciadores no marcados para convertir las lecturas de OD en concentracion de cDNA
mnicial Se mide la cantidad amplificada mediante espectroscopia de absorcion (1-50 pg/ml)
del mismo modo en que se realiza para RNA pero con las siguientes modificaciones. Para
determinar la concentracion (C) de DNA de doble cadena usando la lectura a 260 nm en la
siguiente ecuacion” C{pmol/ml)=Aan/ 13.2x8 o C(ug/ml)= Az/0.020, donde S representa
¢l tamaiio en kilobases del DNA Una absorbancia 2 260 nm de 1 0 equivale a ~50ug/ml de
DNA de doble cadena Se utiliza una razon de Axg/Agsze v las ltecturas a Azze v Aszs para
estimar la pureza del DNA en la muestra Razones de | 8 a 1.9 indican una alta pureza en ia
preparacion de DNA

Después se reahzan diluciones del DNA del cual se conoce su cantidad y se amplifica
con los iniciadores marcados Posteriormente se realizan las determinaciones por ELISA,
construyendo una curva estindar con fas OD y con [a cantidad inicial de material
amplificado. Se interpola la concentracién del templado nicial con esta curva

5 Determinacion de IL-1B y TNF-c por ELISA tipo “sandwich” o de captura

Se ha reportado la efectividad de antisueros originados contra TNF-ot humano para
bloquear la actividad def TNF-ct equino, en especial al originarse contra los 15 aminoécidos
N-terminal del rhTNF-ct '™ También se ha repostade que un anticuerpe monoclonal
dirigido contra el TNF-o. humano presenta reaccion cruzada con el TNF-c de varias
espeeies, incluyendo al caballo, sugiriendo que ¢l TNF- es altamente conservado entre las




diversas especies ''! Ademas en un estudio inmunohistoquimico en un modelo equino de
sinovitis y artritis inducida, se emplearon con €xito anticuerpos policlonales contra 1L-15 y
TNF-¢ humanos."”? De acuerdo con las evidencias de los esiudios anteriores, se realizaran
determinaciones de IL-1B y TNF-¢ equinos en los sobrenadantes de cultivo celular
utilizando anticuerpos policlonales especificos para las citocinas humanas (Sigma Chemical
Co, St, Louis, Mo}, de acuerdo con 1z metodologia estandar para ELISA tipo “sandwich” o
de captura

5.1 Material

-Solucidn salina amortiguada con fosfato (PBS), J0x y Ix. Solucion de
almacenamicnto (stock) f0x, 1 litro' NaCl 80 g, KCl 2 g, Na,HPO,7TH,0 11.5 g, KH.PO, 2
g. Solucion de trabajo fx, pH ~7.3: NaCl 137 mM, KCt 2.7 mM, Na;HPOs7TH 0 4.3 mM,
KH;PO, 14 mM

-Amortiguador de bloqueo Borato salino amortiguado conteniende: Tween 20 0.05
% (v/v), EDTA 1 mM, albiimina sérica bovina (BSA) 0.25% (p/v), Nal; 0.05% (p/v). Se
almacena a 4° C. La BSA puede ser sustituida por gelatina o leche instantanea al 5%,
aunque esta ultima puede interferir de forma inespecifica con la unidn del anticuerpo

-Solucion sustrato de p-nitrofenil fosfato (NPP): p-nitrofenil fosfato 3 mM, NaCOs
005 M, MgCL» 0.05 mM. Almacenamiento a 4° C.

5 2 Determinacion de las concentraciones del anticuerpo de captura y conjugado,

Se prepara la solucién de anticuerpo de captura en PBS con 0 05% de NaN; (PBSN),
en la concentracion determinada, usualmente entre 02 y 10pg/ml Para determinar las
concentraciones def anticuerpo de captura y del conjugado necesario para detectar las
concentraciores deseadas de antigeno (citocina) se realizan diluciones entrecruzadas (criss-
cross) seriadas como se describe a continuacion.

5.2.1 Concentracién del anticuerpo de captura

Se colocan cuatro tubos de ensayo de 17*160 mm en una gradilla y se les agregan 6
ml de PBSN a los tres ultimos tubos. En el tubo 1, se preparan 12 ml de una solucion del
anticuerpo de captura con 10 pg/ml en PBSN. Se transfieren 6 ml de la solucion del tubo 1
al tubo 2, mezclando con la pipeta aspirando y descargando por cinco ocasiones Se repite la
transferencia y mezclado para los tubos 3 v 4; los tubos contienen al final 10, 5,25y 1.25
ug/mi del anticuerpo de captura. Se colocan 50pl de las diluciones def anticuerpo de captura
en placas de microtitulacion (i.e cada placa se llena con una dilucion). Se introducen en una
cnvoltura de plastico y se mcuban toda la noche a temperatura ambiente o por 2 horas a 37°
C Las placas son lavadas en tres ocasiones con PBS y después del fltimo lavado ¢! liquido
residual es removido al golpear ligeramente cada placa sobre una hoja grande de papel
absorbente y sacudiendo suavemente la superficie de la placa sobre varias hojas de papel.

5.2 2 Congentracion del antigeno

En ¢inco tubos de ensayo de 12x75 mm se colocan 3 ml df amortiguador de bloqueo
a los filtimos cuatro fubos. En el tubo I, se preparan 4 mi de una solucion de las dos
citocinas recombinantes en una concentracion de 200 ng/ml en PBSN Se transfiere 1 ml del
tubo 1 al tubo 2 y s¢ mezclan cinco veces. Se repite la transferencia para los tubos 3 al 5.



l.as concentractones finales son 200, 50, 12.5, 3.125 y 0 78 ng/mf Se agregan 50ul de la
dilucion del antigeno en las cinco primeras columnas de fas placas cubierias, las solucion
mas difuida se coloca en la columna 3 y conforme aumenta fa concentraciou se agregai a las
columnas 4.3, 2. 1 Se incuban 2 horas a temperatura ambiente. Las placas son lavadas con
PBS v después del titimo lavado el liquido residual es removido al golpear ligeramente cada
placa subre una hoja grande de papel absorbente y sacudiendo suavemente la superficie de la
placa sobre varias hojas de papel.

5 2 3 Concentracion del conjugado

En cinco tubos de ensayo del7x100 mm se colocan 3 ml del amortiguador de
blaqueo a los tres altimos tubos En el tubo 1 se prepara una solucion def conjugado en una
concentracion de 5000 ng/ml Se transficren 3 ml def tubo 1 al tubo 2y se mezelan La
transferencia y mezcha se repite para los tubos 3 y 4, obteniéndose concentraciones de 500,
250,125 62 5y 3125 ng/ml Se colocan 50 pl de las soluciones del conjugado en los pozos
de fas filas 2 a 6 de cada placa, colocando la mas diluda en'la fila 6 y sucesivamente de
acuerdo a su concemracion en las lineas 5, 4, 3 y 2. Se incuban durante 2 horas a
temperatura ambiente Las placas son lavadas en tres ocasiones con PBS y después det
ultimo lavado el liquido residual es removido al golpear ligeramente cada placa sobre una
hoja grande de papel absorbente y sacudiendo suavemente la superficie de la placa sobre
varias hojas de papel Se agregan 75 ul de solucidn con sustrato con NPP a cada pozo v se
incuban por | hora a temperatura ambiente, y la hidrolisis es medida visualmente o con un
lector de placas de microtitulacion. La prueba debe resultar en 050 unidades de
absorbancia/hora a 405 nm

5 3 Cobertura de los pozos.

Se cubren los pozos microplacas con la solucién de anticuerpo de captura; se
colocan 50 pil de la solucién de anticuerpo en cada pozo de la placa de microtitufacion y sc
wolpea o sacude ligeramente la placa para distribuir uniformemente el anticuerpo. Las placas
cubiertas s¢ guardan en una envoltura de plastico seliada y se incuban durante toda la noche
a temperatusa ambiente o por 2 horas a 37° C. Las placas selladas pueden almacenarse pot
neses a 4° C Los pozos se llenan con una pizeta y se sacuden repitiendo et favado dos
v CCeS MAs

5.4 Bloqueo de los pozos

Se Hena cada pozo con el amortiguador de bloqueo usando una pizeta y se incuban
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavan 3 veces con PBS. Después del ltimo
lavado el liquido residual es removido al golpear ligeramente cada placa sobre una hoja
grande de papel absorbente y sacudiendo suavemente la superficie de la placa sobre varias
tozllas de papel.

5 5 Diluctones del antigeno estandar y del aniigeno a probar.

Se preparan diuciones del antigeno estandar mediante diluciones sucesivas 1'3 del
antigeno homologo en amortiguador de blogueo, en este caso JL-1B y TNF-t¢ humanos
recombimantes Las diluciones del antigeno estandar debe abarcar la mayor parte del rango



dinamico de union, generalmente de 0.1 a 1000 ng/ml. También se preparan diluciones de las
soluciones del antigeno a probar en amortiguador de blogueo

5 6 Captura del antigeno.

Se agregan alicuotas de SOul de las soluciones de antigeno a probar y de las
diluciones del antigeno estandar a los pozos cubiertos con anticuerpos y se incuban por 22
horas a temperatura ambiente. Se lavan las placas tres veces con PBS, cada pozo es llenado
con amortiguador de bloqueo, se agita vigorosamente y se incuba por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se tavan nuevamente las placas en tres ocasiones con PBS y después
del tltimo lavado e liquido residual es removido al golpear ligeramente cada placa sobre una
hoja grande de pape! absorbente y sacudiendo suavemente la superficie de la placa sobre
vareas hojas de papel.

5.7 Captura del conjugado

Posteriormente se agregan 50l del conjugado anticuerpo especifico-fosfatasa
alcalina y se incuban por 2 horas a temperatura ambiente, la concentracién usualmente es de
entre 25 y 400 ng/m! Se lavan nuevamente las placa tres veces con PBS, cada pozo es
llenado con amortiguador de bloqueo, s¢ agita vigorosamente y se incuba por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se lavan nuevamente las placas en tres ocasiones cont PBS v después
del tltimo lavado el liquido residual es removido al golpear ligeramente cada placa sobre una
hoja grande de papel absorbente y sacudiendo suavemente la superficie de la placa sobre
varias hojas de papel

5.8. Construccion de la curva estandar y cuantificacion de IL-13 y TNF-ci.

Después del lavado se agregan 75ul de la solucion sustrato con NPP a cada pozo y
se incuba por >1 hora a temperatura ambiente. La hidrofisis se comprueba cualitativamente
por inspeccién visual ya que la hidrolisis del NPP se observa amarilla y cuantitativamente
con un lector de placas de microtitulacién midiendo la hidrolisis del NPP en el
espectrofotémetro empleando filtros de 405 nm. Para detener 1a hidrolisis se puede agregar
25ul de NaOH 0.5 M.

Se construye una curva estandar con tos datos producidos por las diluciones seriadas
del antigeno estandar. Se marca la concentracion de antigena en el ¢je de las x el cual se
encuentra en escala logaritmica y la absorbancia en el eje de las y el cual se encuentra en
escala lineal Se interpolan las concentraciones de antigeno en Ia solucién de prueba a partir
de la curva estandar

L. Efectos de la interleucina-10 en un_modelo in vifro de endotoxemiia_con
sangre completa equina.

1 Obtencién de muestras

Las muestras sanguineas se obtendran por puncién venosa después de la preparacton
aseptica de la piel sobre la vena yugular de caballos aduitos clinicamente normales y
cvaluando estudios de patologia clinica (hemograma y fibrinogeno) estando dentro de los
rangos normales Se colectardn cincuenta mililitros de sangre venosa por cabailo en una
jeringa que contenga heparina de sodio en una concentracion final de 10 U/ml de sangre, ¥



las muestras sc conservaran en refrigeracion para su proccsamiento en el menor tiempo
postble

2_Incubacién v estimulacidn

Dc acuerdo con el modelo previamente descrito por Barton y Moore, 1994"* y por
Barton, Ferguson, Davis v Moore, 1997, agregando ciertas modificaciones y quedando
como se describe enseguida Dentro de una campana de flujo laminar, se colocar 5 ml de
sangre completa heparinizada en cada tubo de polipropileno estérit de 15 ml. Se agrega
atguna de las siguientes soluciones. 500 pl de solucion de cloruro de sodio al 0.9% (control
de solucion salma), 500 pl de solucién de cloruro de sodio al 0.9% con 6 ng/mi de
endotoxina (£ colr 055:B55) para una concentracion final de 1 ng/ml o 500 pl de solucién
de cloruro de sodio al 0.9% con 30 ng/mi de endotoxina para una concentracion final de 5
ng/mk; ademas de la adicion de 500 pl de solucion de cloruro de sodio at 0.9% con 6 ng/ml
de 11.-10 humana recombinante para una concentracién final de 1 ng/ml o 500 ul de solucion
de cloruro de sodio al 0.9% con 60 ng/ml de IL-10 humana recombinantc para una
concentracion final de 10 ng/ml, 0 5 horas antes y 0 5 horas después de la endotoxina Los
wubos son incubados durante 2 y 6 horas a 37° C en una mecedora de tubos Después de las
2 y 6 horas, se agregan 250 pl de una solucion con 0.1 M de écido etilendiaminotetracético
(EDTA) y 10 uM de meclofenamato a cada tubo de sangre heparinizada, los tubos se
centrifugan a 400xg durante 10 minutos, ¢l plasma se decanta y almacena a ~70° C para ser
evaluado posteniormente Todos los ensayos se realizaran por triplicado.

3 Determinacion de citocinas por ELISA

Con base en evidencias experimentales de reaccion cruzada de anticuerpos dirigidos
contra TNF-¢. e IL-1f humanos para detectar las mismas citocinas equinas; HOHED2 oo
realizaran determinaciones en el plasma utilizando anticuerpos policlonales (Sigma Chermicat
Co, St, Louis, Mo} para la determinacién de TL-1 y TNF-a humanas, de acuerdo con la

metodologia previamente descrita.

1. Efecto de la FL~10 v el THF-y2 sobre 1a aciivacién linfocitaria in vitro,

1 Aislamiento de linfocitos

Los linfocitos son aislados a partir de cada una de las muestras de sangre utilizadas
en ¢l experimento anterior. Se utiliza la misma metodologia indicada para el aislamiento de
monocitos, solo que las células colectadas son las no adherentes Las células no adheridas
son removidas con tres lavados de sofucion salina amortiguada con fosfato. Para deterniinar
la pureza de linfocitos sanguineos periféricos se evaluan mediante tincion diferencial
(morfologia) y prueba de exclusion de azul de tripan para determinar viabilidad

2 Prueba de activacion linfocitaria

Ia concentracion de células se ajusta a 1.25%10° célutas/ml en medio RPMI 1640
conteniendo 100 Ulml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 0.5 mg/ml de
anfotericina By suplementado con 10% de suera fetal bovine inactivado con calor (56° C
30 min ) Se transfieren 80ul de esta suspension a cada pozo de una placa de microcultiva de
96 pozos con fondo plano y se agregan 10y de medio de cultivo con 45 ng/ml de THE-y2

iy



(concentracion final de 5 ng/mi} y se incuban durante 18 horas a 37°C y 3% de CO:
Transcurrido este tiempo se agregan 10ul de medio de cultivo conteniendo 25pg/ml de Con
A {concentracidn final de 2.5 ppg/ml) y se incuban por 72 horas a 37°C y 5% de CO; La
prucba se realizara por sextuplicado, para obtener tres mediciones por el método
colonmétrico con la sal de tetrazolio MTT v tres por citometria de flujo.

3, Determinacion de la proliferacion linfocitaria

a) Se utilizara el método colorimétrico con la sal de tetrazolio: bromuro 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolic {(MTT)} modificado por Tada et al,'"® donde se
demostro que los resultados obtenidos con esta prueba son casi idénticos a los obtenidos
mediante la incorporacién de timidina tritiada (CHJTdR); con la ventaja de no requerir de
material radioactivo Consiste en el siguiente procedimiento: se disuelve el MTT en una
concentracion de S mg/ml en PBS, se esteriliza por filiracién y se almacena a 4°C en un
envase oscuro (solucion MTT), la cual es estable por meses Se agregan 20 pl de la solucion
de MTT a cada pozo. Después de cultivar a 37°C y 5% de CQ, durante 4.5 horas, se
agregan 100 pl de SDS 10%-HC1 0.01 N a cada pozo y se incuban las placas durante toda la
noche a 37°C y 5% de COy, la lectura se realiza en un espectrofotémetro o lector de placas
midiendo la absorbancia a 590 nm Se elabora un estindar midiendo la absorbancia de
concentraciones crecientes de linfocitos para interpolar los resultados obtenidos de la
muestra problema

b} También se realizaran analisis de citometria de flujo (FACS) para dos colores,
empleando anticuerpos monoclonales especificos para el CD4" y CD8’ equinos (VMRID,
Inc, Pullman, WA) marcados con ficoeritrina (PE) o isotiocianato de fluoresceina (FITC).
Los linfocitos cultivados se lavan dos veces con PBS conteniendo 1% de FCS, son
resuspendidos en una solucién amortiguadora de PBS (pH. 7.2) con glucosa 20 mM y 5%
de suero de rata y se ajustan a 1x10° células/ml  Se diluyen Spl del conjugado anti-CD4 y
anti-CD8 en 45! de la suspension de células en PBS y  se tifien incubando durante 30
minutos a temperatura ambiente cubriendo tos tubos con papel aluminio o manteniéndolos
en la oscuridad. Se utiliza un control de autofluorescencia con células sin agregar los
conjugados y un control de isotipo IgGl murino inespecifico para moléculas de células
equinas. Se colocan en 1 ml de amortiguador diluyente que contiene PBS (pH' 7.2) con
glucosa 20 mM y 0.5% de BSA y se centrifugan dos veces a 1000 rpm, y se descarta el
sobrenadante. Las células se fijan al resuspenderlas en 0.25 ml de formaldehido o
paraformaldehido al 2% en PBS por 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
realizan las lecturas en el citometro de flujo.
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V. DISENOQ EXPERIMENTAL.

I. Efecto de la interleucina-10 sobre Ia sintesis in wifro de mediadores
inflamatorios inducida por lipopolisacirido en mgonocitos sanguineos
periféricos equinos.

Comprende un experimento de acuerdo con un disefio factorial, considerando como
vatiables independientes al LPS, IL-10, tiempo de adicion de la rhil.-t0 {(preincubacién,
comcubacén o posincubacion), y como variables dependientes la expresion de los
mediadores 1L-1, TNF-¢. e IL-10 a nivel transcripcional y nivel de proteina en el
sobrenadante. Las variables mdependientes presentan distintos niveles, el LPS tiene
concentraciones finales de 0.1y 1 pg/ml, larhiL-10 de 1, 10, 100 ng/ml, y tres diferentes
uempos de adicion de rhiL-100 =2 , 0 y 2 horas con respecto al estimulo con LPS;
conformando un disefic factorial 2x3x3 Las mediciones de IL-1p y TNF-o cn los
sobrenadantes (proteina) y de IL-1f, [L-10 y TNF-u. en células (mRNA) sc realizan de
acuerdo a los siguientes tiempos 0, 05, 2 y 6 horas (IL-10. -2 h); 0 5, 2 y 6 horas (IL-10: 0
hy, v 2, 4 y 6 horas (IL-10- 2 h). Se consideran varios controles un control negativo sin LPS
y rhiL.-10, uno con LPS sin rhIL-I0 (control positivo) y otro con rhiL-10 sin LPS {control
de rhil-10); con los distintos niveles mencionados para cada variable Todos los ensayos se
realizan por triplicado.

Il Efectos de la interleucina-10 en un modelg in vifre de endotoxemia con
sangre completa equina.

Consiste en un disefio experimental factorial teniendo como variables independientes
al LPS, 11.-10 y el tiempo en que se adiciona la rhIL-10, y como variable dependiente el
nivel de TL-1 v TNF-or en el plasma Las variables independientes presentan distintos
mveles, el LPS presenta concentraciones finales de 1 y 5 ng/mi; la rhlL-10 concentraciones
finales de 1 y 10 ng/ml, y el inicio de la incubacidn con rhll.-10 es 0.5 horas antes y 0 5
horas después de la endotoxina(preincubacion o posincubacién); constituyendo un disefio
factonal 2#2x2 Las mediciones de los niveles de IL-1p y TNF-or medianie ELISA se
realizan 2 y 6 horas después del estimulo con LPS. Se incluyen varios controles: un contral
de solucion de cloruro de sodio al 0 9% (control negalivo), uno con LPS sin rhil-10
{control positivo) y otro con rhil-10 sin LPS {controt de rhil-10); de acuerdo con los
niveles para cada variable Todos los ensayos se realizan por triplicado

111. Efecto de la 1L-10 v el THF-y2 sobre la activacién linfocitaria in vitro.

Debido a que los linfocitos utilizados en este experimento son aislados a partir de
cada una de las muestras de sangre utilizadas en el experimento anterior, se considera
pacialmente el disefio factorial utilizado en dicho experimento; tomande las mismas
variables independientes y agregando ademés al THF-y2, y como variable dependiente se
considera en este caso a la proliferacion linfocitaria producida por el mitégeno El THI-y2
comprende un nivel dado por la concentracién final de 5 ng/ml en el cultive de linfocitos. El
disciio factorial de este experimento corresponde a uno 2¥2x2x1. Después del periodo de
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itcubacion determinado en la parte metodologica se realizan las mediciones con el método
de MTT para proliferactdn linfocitatia y estudios de citometda de flujo para determinar
cambios en las subpoblaciones de linfocitos T CD4” CD§™ y CD4CD8"  La prueba de
activacion linfocitaria se realiza por sextuplicado, y las mediciones se realizan tres con el
método de MTT v tres con citomettia de flujo
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