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RESUMEN

El sisterna inmunitario intestinal puede gencrar tolerancia contra la flors normal y los
alimentos, lo que lo diferencia de la inmunidad sistémica que ¢s cserilizante. Estas
actividades pueden realizarse a través de perfiles especificos de citocinas en los tejidos que
pueden ser de tipo THI (IL-2 ¢ IFN-y), TH2 (IL-4, [L-6 IL-9 ) y TH3 (IL-10 y TGF-8). En
este trabajo sc desarrolld una estrategia para detectar la expresion de mRNA de [L-2, IL-4 ¢
IL.-10 en yeyuno de cerdo. Se disefiaron sondas de RNA (ribosondas) con el fin de detectar

los mensajeros de citocinas producidos ints por cf =i i itario, in
vitro, por RT-PCR y en intestino por hibridacién in situ (ISH). Se empled al cerdo como un
modelo experimental dada su cercania filogendtica al humeno. Para la ISH se obtuvieron
ribosondas para ¢l mRNA de las IL-2, IL-4 ¢ IL-10 marcadas con digoxigenina (Dig) por
transcripcion in viro, partiendo de productos de PCR que contienen los promotores
adecuados para la transcripeién. Como control positivo de la técaica de ISH se  disefiaron
sondas para f-actina y como control positivo de expresion sc emplearon  linfocitos
sanguincos de cerdo cultivados con Concanavalina A. Se realizaron ISH sobre frotis y
cortes de intestino fijados con PLP. En cl intestino de cerdo se pudo comprobar la
expresion cualitativa de IL-2 ¢ IL-4 por RT-PCR. Se realizd ISH en intestino  sin infeccién
y sc observd una beja expresion de las citocinas comparada con las sondas sentido
correspondientes, por o que fue necesario forzar al sisterna.

Para clio sc infectaron cerdos experimentalmente con Trichinella spiralis, un parisito
helminto, donde se observd un incremento de la expresidn de mRNA de las citocinas,
comparadas con los tejidos sin infeecidn.  La téenica de ISH nos permitié detectar la
diferencia en la expresidn de dichas citocinas in sitv. En este trabajo encontramos que la
vlblOuhchocimqucnﬁssccxptm(cuﬂhﬂivum:)qu lievd peomar  que esta
citocina s muy importante pars cl sistema inmunitario mucosal, ademis de que se observd
que las células epiteliales de las vellosidades y de s criptas en ¢l intestino, expresan
mRNA de citocinas, abricndo la posibilidad de que estas células formen parte del sistema

L1k
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INTRODUCCION

Las mucosas son las superficics de contacto con ¢l medio ambicnte més extensas del
organismo (aproximed 400m”) por lo que también constituyen una excelente via de
entrada de los patdgenos (Elson y Mestecky, 1995). La mucosa intestinal  pucde gencrar
dos tipos de respucsts protectors cuando sc  exponc & un antigeno, una respuesta
inmunitaria contra flora normal y patégenos y otra de tolerancia a antigenos de la dicta.
Para la induccidn de estas respuestas inmumnitarias se requicre del procesamienio y la
presentacidn de los antigenos a Jos linfocitos T CD4+ por células presentadoras de antigeno
(CPA) que cxpresen en su superficic molkculas de clase 11 de! Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC) (Elson y Mestecky, 1995). De csa presentacion de antigeno y
de In produccidn de citocinas locales dependerd, en bucna medida, la generacién de
tolerancia o de respucsta inmunc.

El estudio de la interacci6n entre Ias cflulas del sisterma mmunoldgico y de los
mecanismos de activacion celular, la produccién de mediadores sohubices y la naturaleza de
la relacibn que sc establece con el antigeno, permitird el mejor entendimiento de la
regulacidn de la respuesta inmunitaria local (Vega, 1994) y con ¢lbo el desarrollo de ouevas
estrategins para la prevencidn y cura de enfermedades a nivel dc mucosas (intestinal,
respiratoria, genito-urinaria y ocular).

El cerdo dada su similitud filogenética con ¢f bumano y su importancia econdmica,
s¢ usa como modelo para estudiar la regulacidn del sistema vmunoldgico intestinal. En este
trabajo se discfiaron sondas de RNA (ribosondas) con el fin de detoctar los RNA
mensajeros de  citocinas en yeyuno de cerdos por hibridacidn im sirw (ISH). La
estandarizacion de csta técnica permitid detoctar la expresidn de las interieucinas 2 (IL-2),
IL4 cIl-10.

La detoccidn de citocinas en intestino  permitird entender mejor el perfil producido
ante un estimulo antigénico ¢ identificar el tipo de céhilas que intervienen en Ia regulacidn
de la respucsta local




Amigzno- ) Barrera fisiologica Celuls
* 7 plasmitica

Célula presentadora

Citocina \éx .
® O

THO

A

citotoxicidad

Sistema Inmune



ANTECEDENTES
es, g in
E! organi sc enfi cotidi a patég: como bacterias, virus, hongos
y parssitos que pucden d 4 enfermedad. Para protegerse de cllos, el cucrpo posec
barreras cfectivas, que pocos agenies infecciosos pucden p nt. (Roitt, 1996).

Generalmente, la via de acoeso de es0s patogenos, es a traveés del epitelio mucosal del tracto
respiratorio, urogenital y gastrointestinal

El tracto gastrointestinal ha sido considerado como ¢l mayor drgano linfoide del
organismo, el cual puede producir una respuesta inmunitaria especifica contra patégenos y
tiene 1a capacidad de gencrar tolerancia hacia los alimentos (Beagly y Husband, 1998). La
respucsta del intestino a la invasidn por patdgenos, resulta de una interaccidn compicia entre
pecificos de defs como pH, movimientos peristdticos, produccién de
moco, secrecidn de colisinas e infl n y eventos >bogh especificos.

Las células cpiteliales y Jos infocitos intracpitciales (LIE) son los componentes del
sisterma inmuaitario intestinal con los que ocurre el primer contacto con los patégenos y los
alimentos. Ademds, células cpitcliales, macrofagos y monocitos, pueden proveer
tempranamente de sefiales para inducir la respucsta inflamatoria aguda a través de ha
liberacidn de citocinas pro inflamatorias (IL-1a, [L-6, 1L-8, GM-CSF, GRO-a, MCP-1 y
TNF-a); el tipo de respuesta de citocinas depende del sitio de infeccidn y del patoégeno que
sc presente (Chris, Scth y Gray, 1998).

mecanismos




Por otra parte, los linfocitos de la limina propia (LLP), que en su mayoria tienen el
fenotipo CD4+, son secretores de 1L-4 ¢ IL-5 principalmente, las cuales favorecen la
produccién de IgG y de IgA por las células plasmiticas. Ademds, los linfocitos de las piscas
de Peyer (LPP) son linfocitos inductores, principalmente del bio de isotipo para la
produccitn de IgA por las células plasméticas (Mowat y Viney, 1997).

Las células cebadas y los cosindfilos contiencn una gran cantidad de granulos en su
citoplasma y pueden inducir 1a eliminacién de algunos parsitos intcstinales (Grancis ef al.,
1993; James, 1995). Sc ha reportado que Ias células ccbadas murinas producen una variedad
de citocinas incluyendo: TNF-«, IL-2, IL-3, IL.-4, 11-6 ¢ IL-13 (Else y Fmkelman, 1998).

En humanos sc ha encontrado que ias células cechadas de pulmén, expresan mRNA
para 1L-4, IL-5 y GM-CSF en una activacidn IgE dependiente (Lorentz, er al., 2000). Por
otra parte los baséfilos expresan IL-4 ¢ IL-5 principalmente, y estan involucrados en
mantener ia respuesta TH2 en reacciones tardias (Brown y Hural, 1997).

El sistema inmunitario intestinal ests organizado como se esquematiza en la figura 1.
En el cpitelio de las wellosidades, se encuentran  los linfocitos intracpiteliales (LIE) cuyo
fenotipo es principalmente CD2+CD8+ y CD2° CD4" CDS (dobles negativos) (Beagly y
Hushand, 1998). En la limina propia, se encucntran localizados los linfocitos LLP CD4+,
céhulas MHC-11+, cdlulas dendriticas, macréfagos (M), cosindfilos (EOS), células ccbadas
(CC) y células plasmiticas (CP) secretoras de [gA.

En las placas de Peyer, denominadas sitios inductores de la respucsta inmunitaria
mucosal, sc distinguen las céhulas M (CM) en su cpitelio, linfocitos B (LB) en la zona
folicufar y una zona interfolicular de linfocitos T (LT) (James, 1995; Beagly y Husband
1998).
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Figura 1. Organizacion del Sist }i 10 1 inal. $ izan las vellasidades, la zona de
cripias y las placas de Peyer (PP).  Las vellosidades estan divididas en ldmina propia (LP) y epitetio (Epi).
En 1a zons de las criptas se pueden encontrar célulrs pt ati (CP), ofilos (EOS) células cobadas

(CC) y macrofagos (Meo). En la PP, se csquematizan las células M (CM) en el epitelio, una zona de LT
dondc s¢ encuentran linfocitos T, Mo y CPA |y una zona B donde se encuentran LB y células dendriticas
foliculares (CDF)  (Abweu Martin y Targan, 1996, James, 1995; Beagly y Hushand 1998 Vega, 1994).

Los LIE son las primeras células del sistema inmunitario que ticnen contacto con los
patogenos » estan localizados en el epitelio columnar de las vellosidades. En el ratdn, las
tinciones inmunoh:stoquimicas y el analisis por citometrin de flujo muestran que la mayoria
de los LIE son células CD3+ y TCR y8 y tanto los linfocitos TCR aff como los v8 jucgan
un papel importante en la actividad citotdxica in vitro asi como en la defensa mucosal. Los
linfocitos y8 rocconocen antigenos autdlogos, eapresados en céluias epiteliales como
consecuencia de estrés o infeceion (Beagly y Husband, 1998).




Ullrich y colaboradores (1990), encontraron que en humanos las céhulas T 5 estin
localizadas preferentemente en ¢l epitelio  intestinal y son fenotfpicamente  diferentes
a las células TCRaf las cuales constituyen la mayoria de los LLP y los LIE. La principal
caracteristica de Jos LIE son sus granulos azurofilicos intracitoplasimdétioos, similares a los

de las células NK, que sc tifien con Giemsa en socciones de tejido. Se ha detectado la
presencia de perforinas y granzimas en esos granulos, pero no contienen histamina y no

expresan receptor para Fce por lo que su relacidn con las células cebadas s controversial
Los LIE cn ratas, pueden presentar actividad de célula NK, de linfocito T citotdxico (CTL)
tanto MHC-II Ag especifico, como CTI. aloreactivo, citotoxicidad dependiente de
anticuerpos (ADCC), citotoxicidad redirigida (RC) y citotoxicidad espontanea (SC) (Beagly
y Husband, 1998). Estas células representan una poblacidn de células linfoides intimamente
asociadas con las superficies epitcliakes constituyendo la interfase entre el modio ambicnte
externo ¢ interno (Mayrhofer y Whatey, 1983).

Por otro lado, los LLL.P son células que residen en la mucosa entre Ia membrana basal
del epitelio y la muscularis mucosae. En cerdos, sc ha encontrado que 90% de los LLP se
encuentran en la zona de células MHC-1I+, localizada dentro de ia misma 1P (Haverson,
Stokes y Bailey, 1997) y del 65 al 80 % de Jos LILP CD3+ son CD4+.

Tamb¥n sc ha cncontrado que las células T CD4+ de cerdo se cocucntran
exclusivamente en el Area de la lamina propia (Vega Lopez e al, 1993; Abreu-Martin y
Targan, 1996).

Se ha demostiado que la meyoria de los LLP son de fenotipo de memoria (CD45SRO)
y de cdlula cooperadora/inductora (CD4+). De la subpoblacién de LLP CD8+, la mitad
expresan la mokcula CD2S, iada con la funcidn citoltica. También se ha encontrado
que un alto porcentaje de los LLP expresan el receptor para [L-2 durante su activacidn
(Bailey er al., 1998). Una de las funciones que se ke atribuyen s los LLP e3 que proveen de
ayuda para la sintesis de IgA e IgM. (Targan e al, 1995). También, co la LP sc¢ locakizan
macrofagos y coéhulas dendriticas.




Toda esta red de células cn la mucosa, est regulada por la produccién y secrecién
de citocinas. Las citocinas son los mensajeros moleculares solubles del sistema inmunitario
por medio de los cuales a¢ induce y amplifica la respucsta de anticuerpos y la mediada por
ctlulas (Husband er al., 1999).

Citocings

El sistema inmunitario mucosal en mamiferos consiste, ademés de tejido linfoide y
células asociadas a las membeanas jes, de mokculas efectoras para ks proteccidn del
hospedero. Entre csas mokéculas efectoras estén las citocinas, las cuales reguian la respuesta
tnmunolégica.

Las citocinas son polipéptidos o glicoproteinas producidas por las células con un
peso molecular menor a los 30 kDa. Generalmente ejercen una  funcidn pardcrine o
autocrina, sc uncn A sus receptores celulares con alta afinidad, tienen un radio de accién
corto ¢ inducen la alteracidn de los patrones de expresidn de gencs en las células blanco,
modificando las funciones celulares al incrementar o disminuir I proliferacidn, la secrecién
de citocinas y de otras biomoléculas (Husband er o/, 1999). Los estimulos antigénicos que
recibe ¢l sistoma inmunitanio mucosal determinan el tipo de  citocinas del  microambicnte

mucosal. En forma gencral, el sisterma inmunitario puede gencrar dos tipos de respucsta, la
tipo TH1 que favorece la inmunidad celular y esta dada por la produccion IL-2, IL-3, TNF-
a, GM- CSF, INF-y y linfotoxina y la tipo TH2 que estimula la respucsta de anticuerpos ¢
nvolucra la sintesis de IL-3, IL4, IL-S, IL-6 1L-9 [L-10 y TNF-a (Mosmamn y Moore,
1991). Las células TH1 son promotoras de la inmunidad cclular, pero no cooperan con los
linfocitos B (LB), micntras que las células TH2 , peran con los LB para la secrecidn de
anticteTpos.




Sc ha encontrado que los LIE en estado de reposo producen IFN-y e IL-$, sin
embargo, después de su activacion, ln mayorfa adoptan un perfil THI, particularmente de
tipo inflamatorio, secretando IL-la, IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-a, MCP-1 y TNF-a
(Beagly y Husband, 1998).

La activacion de LIE intestinales por anticuerpos monoclomles (mAb) anti TCR
induce 1a produccién de IL-2, IL-3 IL-6, IFN-y y TGF-f, pero no la de IL-4 o IL-5, pero
cuando los LIE son estimulados con proteinas de choque térmico (HSP) de AMycobacterium,
sccretan IL-3, IL-6, GM-CSF ¢ IFN-y, pero no IL-2, IL-4, IL-S. De este modo la activacidn
aparentemente es sclectiva al estimulo (Beagly y Husband, 1998). Estos datos justifican el
estudio del perfil de citocinas que se genera en ¢l intestino en respuesta a una infeccidn.

En forma particular, el microambicnte intestinal esta aparentemente orientado para la
produccién de citocinas de tipo TH2 (IL-4, IL-5, ¢ IL-10) y tipo TH3 (TGF-f e IL-10). Se
ha encontrado que las citocinas de tipo TH2 y TH3 son las encargadas de inducir el cambio
de isotipo de células B para la produccidn de IgA (Iwasaki y Kelsall, 1999). En contraste
con la respucsta TH1 y TH2, las células TH3 proporcionan ayuda para la produccidn de
IgA y la secrecion primaria de TGF-f. Las células TH3 aparenteoente son diferentes a las
TH2 ya que sc ha demostrado la sccrecion de TGF-f por células CD4+ en ratones
deficientes de 1L-4 (Krause, Blank y Shoenfeld, 2000).

Las c¢hulas TH2 , cooperan con kos LB para la secrecitn de IgM, 1gG, IgA ¢ IgE a
través de la 11-4, que permite la difcrenciacidn de  la célula procursore THO & TH2,
bloqueando la diferenciacidn a células TH1 (Abchsira, ef al., 1992).

Para cstudiar los perfiks minimos de citocinas que s¢ gencran  ante diferentes
estimulos sc ha propucsto a Ia [L-2 como citocina clave que caracteriza el perfil TH1, s ls
IL-4 para el TH2 y Ia 1L-10 para el perfil TH3.




Interleucina 2

Esta citocina fuc identificada por primera vez como factor de crecimiento de células
T (Morgan er al., 1976). Las células T son las que producen la mayor cantidad de 11.-2, sin
embargo, sc ha reportado que las células NK, macréfagos y células B también Ia producen
(Justement ef al., 1989).

La 11.-2 est4 constituida por 133 aminodcidos (aa) con un peso molecular de la
proteina nativa de 15400 daltones, ademas es susceptible a varias glicosilaciones sobre el
residuo 3 de treoning, las que aparentemente no influyen en su actividad (Clermens, 1991).

El receptor de IL-2 (1L-2R) es un complcjo de 3 proteinas, las cadenas 1L-2 Ra
(Tac, p55), 1L-2 RP (p70/75) e 1L-2Ry (p64) (Sugamura er al., 1996). Las tres cadenas
pueden unirse individualmente a la 1L-2 con diferentes afinidades; sin embargo, 1a unién de
IL-2 es mejor cuando se une al heterotrimero afly. La molécula 11.-2Ry s también un
componente de receptores de varias citocinas involucradas en la regulacidn de ln
hematopoyesis (IL-2, 7, 9, 13 y 15) (Husband ef al., 1999). La observacién de que el 1L-2R
sc expresa sobre células del linaje B y sobre coélulas B activadas, sugiere que esta citocina
también puecde estar involucrada en la regulacidn de la respuesta inmunitaria humora!
(Clemens, 1991).

Los cDNA de la 11.-2 de humano, murino, bovino, asi como de porcino, ya han sido
clonados, secuenciados y expresados.

Se ha encontrado que la IL-2 humana mantiene el crecimiento de células  humanas,
porcinas, murinas y ovinas, mientras que ka IL-2 porcina actaa sobre células hurmanas, y Ia
1L-2 ovina sdlo manticne ¢l crecimicnto de células ovinas y bovinas (Goodall, e af, 1991).

Se ha encontrado que s secuencia de aminoacidos de ta IL-2 porcina madura exhibe
72 % de homologta con ia IL-2 humana y ovina, y en ls unidn de la proteina con su receptor
la IL-2 porcina mucstra un alto grado de similitud con la humans y después con Ia bovina.
(Goodall, ez al., 1991).

R 10




La sccuencia del mRNA de la IL-2 de cerdo se muestra a continuacién:

BASE COUNT
ORIGIN
atgtataaga
61 gcacctactt

191 a

tgcagctctt
caagctctac

121 ttacagttgc
181 acatttaaat
241 gaagaactca
301 gcaaatatca
361 gaaascaagtt
421 aaatggatta
481 catgttaaat
S41 gatgcatggt
/7

ttttgaagga
tttacatgce
aagctctgga
aggaatcaat
tcasatgtga
ccrtttgtca
gtatcaggct
gtrctaactt

100 ¢ 104 g 178 ¢

gtgttgcatt gcactaaccc
asagaacaca aagaaacaac
agttaagaat tacgagaatg

ttgcactcat
tggagccatt
ctgatctctc

caagcaggct acagaattga aacaccttca

gggagtgcta aatttaggtc
gaacaatatc aacgtaacag
atatgatgat gagacagtaa
aagcatctac tcaacactga
ttctatttat ttaaatatet
ttgtaatact agt

aaagcaaasa
ttttggaact
ctgctgttga
cttgataatt
aaattttata

ggcaaacggt
gctgetggat
caggatgctc
gtgtrtagta
ctctgactca
aaagggatct
atttctgaac
asgtgcctct
titatetete

Figura 2. Secuencia completa del cDNA que codifica pars 1a IL-2 porcina. En letras negritas se mucstra la
pasicidn de cada uno de las oliganuciedtidos empleados pars ef disefio de las ribosondas nocesarias para la
hibridacida tn s (ISH). Esta sccuencia fue tomada de I base dc dmos GenSand de PubMed
(www ncbinlm sh gov Namero de acoeso: X36730)
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Interleucina 4

Fuc identificada por primera vez en 1982 como un factor que induce la proliferacién
y sccrecidn de IgG1 en células B murinas (Paul, 1991). La IL—-4 es producida por linfocitos
TH2 (CD4+) y T CDS8+, ademis dc bastfilos, células cebadas y cédhulas T NK 1.1+
(Husband et al.,1999). La IL-4 de humano adulto contiene 129 aa (15000- 19000 daltoncs)
con 2 posmbles sitios de glicosilacion (Clemens, 1991). El receptor de la 1L-4 (IL-4R) es un
compicjo de alta afinidad. La IL-4 sc unc a la cadena a (p140, CDI124) y a Ia cadena  IL-
2Ry. IL-4R 3¢ ha encontrado cn bajos niveles de expresidn sobre células T y B, monocitos,
granulocitos, fibroblastos, y células cpitcliakes (Paul, 1991).

La IL4 incrementa la replicacion de DNA de céhulas B preactivadas con anti-IgM,
ademas de que sumenta la produccién de 1gE por células estimuilndas con anti-CD40. La IL-
4 junto con laIL-2 y 5 o IFN-y incrementan la secrecidn de IgA (Husband er al., 1999).

Por otra parte, sc han realizado comparaciones entre las sccuencias de aminoicidos
de la IL-4 humena, porcina, bovina y murina y s¢ ha encontrado que la mayoria de las
especics dificren entre los residuos de aminoécidos del 60 al 81, respecto a la secucncia de
ln proteina humana. Asi mismo, los 6 residuos de cisteina, mvolucrados en los pucntes
disulfuro en ¢l humano, estin conscrvados en Ia 1L-4 de cerdo (Baikey er al., 1993).




La sccuencia del mRNA de la IL~4 de cerdo se muestra a continuacidn:

BASE COUNT 148 a 119 ¢ 103 g 120 ¢
ORIGIH

tcagtgcaaa tagagctcta ttcatgggtc tcacctccca actgatccca accctggtct

61 gcttactggc atgtaccagc aacttcgtcc acqggacacaa gtgcgacatgS scottacaag

121 agatcatcas aaccttgaac attctcacag cgagaaagaa ctcgtgceatg gagetgeceg

1Bl tgacggacgt ctttgctgcec ccagagaaca cgacggagaa ggaaaccltc tgccgggece
to t

241 cgactgtggct togg g Acacgtgcat gaagagcctc ctgagcggac
301 ttgacaggaa cctgagcagc atggraaaca tgacctgttc tgtgcatgaa gccasgaaga
361 gractttgaa agacticttg gasajggctaa agacgattat gaaggagaaa tactcaasagt
421 gttgaagctg actattttta atttatgatt tttatacact tattttaasa atatttatat
481 atttataact

Figura 3. Secuencia completa del ¢cDNA que codifica para la [L4 porcina. En letras negritas se muestra la
posicion de cada uno de los oligonucloitidos emploados para el discfio de las ribosandas necesarias paras i
hibridacaon 1 srw (ISH). Esta secuenca fie tomada de la base dc datos GenBank de PubMed
(www_pddy nim mh gov Namero de aceso: X683 30)

Interlcucina 10

La interleucina 10 fue descrita desde 1989 como un factor producido por céhulas
TH2 murinas, que inhibe la secrecidn de citocinas de perfil TH! y fue nombrada como fac