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Introduccion

La salud de los animales silvestres es actualmente objeto de creciente interés
debido a su relevancia en la salud publica, la conservacion de especies y la
produccion animal (Beldomenico 2006). Las enfermedades infecciosas emergentes
constituyen una carga significativa para la economia global y la salud publica (Morens
et al. 2004). Una gran parte de las mismas son zoonosis, y la mayoria se originan en
animales silvestres (Jones et al. 2008). Asimismo, muchas zoonosis de alta incidencia
en el pais (por ej. chagas, fiebre hemorragica argentina, sindrome pulmonar por
hantavirus, etc.) también poseen reservorios silvestres, especialmente roedores (por
ej. leptospirosis, fiebre hemorragica argentina, sindrome pulmonar por hantavirus,
etc.). Por lo tanto, para comprender los determinantes del riesgo de la exposicion
humana a estas enfermedades, es necesario analizar los causales de la variacion en
la susceptibilidad del hospedador y en las dinamicas de infecciébn en roedores. La
interaccion hospedador-parasito y sus consecuencias dependen de las circunstancias
gue rodean al hospedador a través de mecanismos que involucran al sistema inmune
(Webster et al. 2002, Sapolsky 2002).

El sistema inmune de vertebrados se caracteriza por una serie de complejos
mecanismos celulares y humorales altamente relacionados que median la integridad
de los individuos. Estos mecanismos son mediados en gran parte por moléculas
denominadas citoquinas (Murphy 2011). La inmunidad innata es la primera linea de
defensa contra las infecciones y dirige el curso de las respuestas inmunes adaptativas
posteriores. Las células del sistema inmune inespecifico expresan diversos receptores
de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos (PRRs). Los
PRRs, como los receptores tipo Toll (TLR), activan las defensas del hospedador
mediante diversas vias de sefalizacién. La via de NF-kB es activada principalmente
por productos bacterianos que inducen la expresion de citoquinas pro-inflamatorias,
incluyendo TNF-a, IL-1B y IL-6. Vias de sefalizacion alternativas de algunas TLR
inducen la expresion de citoquinas antivirales, como interferones tipo | (IFN-a e IFN-B)
(Murphy 2011). En contraste, infecciones de larga duracién con helmintos (Maizels &
Yazdanbakhsh 2003) y artrépodos ectoparasitos (Boppana et al. 2009) inducen un
fenotipo inmunoldgico anti-inflamatorio que afecta las respuestas mediadas por PRRs.
Esta accion es mediada por la produccién de factor de crecimiento transformante
(TGF-B) e IL-10, que disminuyen la respuesta inflamatoria. En consecuencia, la
interaccion entre macroparasitos y vigilancia inmune innata es de gran valor bioldgico
porque podria afectar la susceptibilidad individual a un amplio espectro de patégenos
(Friberg et al. 2010).
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Objetivos

En el presente trabajo intenta aportar conocimiento a la respuesta inmune
producto de la relacion parasito-roedores en sistemas naturales, hasta ahora
desconocidas. Como primer paso, nos propusimos determinar la relacion de la
expresion de citoquinas pro- y anti- inflamatorias (TNF e IL-1B; TGF-
respectivamente) y su variabilidad con respecto a estacion, sexo y peso de roedores
sigmodontinos (Akodon azarae) de zonas de islas del Delta del Parana. Actualmente
se esta llevando a cabo la evaluacion de carga parasitaria de estos mismos individuos.

Materiales y Métodos

Muestreo de roedores - Toma de datos y muestras

Se han llevado a cabo campafas (Periodo: 2010-2012) cada cinco semanas en
las que se capturaron roedores sigmodontinos en sitios pre-seleccionados del area de
estudio: zona de islas el delta del Parana. El estudio tuvo una duracion de 2 afos, en
los que se realizaron 20 campafas de muestreo. El procesamiento inicial de los
animales se llevaba a cabo en un laboratorio de campo cercano a los sitios de captura.
Luego de la anestesia y extraccién de sangre por punciéon cardiaca, se procedia a la
dislocacioén cervical de los roedores, tomandose datos y muestras de: especie, peso,
edad, condicion corporal, sexo y estado reproductivo, bazo, entre otros. Las muestras
de sangre entera se conservaron a 4°C y las de bazo a -80°C hasta su utilizacion. Los
cadaveres fueron depositados individualmente en bolsas de nylon con etanol 96% y
transportados al laboratorio para examinarlos bajo lupa binocular en busca de
ectoparasitos (tarea que se esta llevando a cabo en estos momentos por otros
integrantes del grupo).

Evaluacién de citoquinas pro- y anti-inflamatorias

Se cuantificaron los niveles de expresion de los acido ribonucleico mensajero
(ARNm) de citoquinas pro- y anti-inflamatorias: TNF e IL-1B; TGF-B respectivamente,
mediante técnica de transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) en tiempo real, a partir de muestras de bazo de los roedores capturados. Para
comenzar con el estudio se evaluaron individuos de las ultimas 3 camparfias de una de
las especies dominante: Akodon azarae.

Transcripcion reversa: los tejidos fueron homogenizados directamente en
reactivo TRIzol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion y pureza de ARN total de cada muestra fue evaluada en un
espectrofotbmetro SPECTROstar Nano. Para obtener al ADN copia, cantidades
iguales de ARN total de cada muestra seran retro-transcriptas utilizando la enzima
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina (M-MLV RT, Promega). Los ADN
copia provenientes de los ARNm de cada marcador fueron amplificados utilizando
cebadores especificos.

Disefio de cebadores: se buscaron en primera instancia secuencias de ARN de
cada citocina de la especie en estudio: Akodon azarae. Al no encontrarse indexadas
en la bases de datos, se buscaron las especies filogenéticamente mas relacionadas y
se verificd que la secuencia de dichas citocinas se encontraran indexadas en la base
de datos de GenBank (www.ncbhi.nlm.nih.gov/genbank/). A partir de aquellas
secuencias de ARN de las especies encontradas (Rattus norvergicus, Peromyscus
maniculatus, Mus musculus, Microtus agrestes, Mesocricetus auratus), se procedié a
la realizacion de alineamientos multiples; para tal fin se utilizé el programa VectorNTI
version 6.0. Luego de seleccionar regiones conservadas entre las especies
analizadas, se procedié al disefio de los cebadores. En caso de que las regiones,
correspondientes a los cebadores, no hayan presentado 100% homologia entre las
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especies analizadas, se procedié a generar cebadores degenerados. Se utilizaron los
programas informaticos de libre acceso: Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST) y The Primer Express® Software v3.0.1, para la
confeccion de los mismos.

Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés: Polimerase Chain Reaction -
PCR ) en tiempo real: La cuantificacion relativa de la expresion de los genes
codificantes de cada una de las citocinas evaluadas se realizO mediante PCR en
tiempo real. La composicion de la mezcla de reaccién consistio en ADN polimerasa
(Phire Hot Star, Thermo) (0,1 pl), y su buffer en concentracién final 1X, dNTPs 0,8mM
total final (100mM total, Life Technologies), SYBR Green 1X final (Cambrex Corp.) en
concentraciones recomendadas por el fabricante. La concentracion de los cebadores
especificos (Life Technologies) fue establecida empiricamente. La concentracién de
ADNCc que se utilizo fue obtenida a partir de la curva de eficiencia para cada molécula.
Por ultimo se llevé a un volumen final de 20 pl con agua ultra pura estéril. Los
controles negativos se realizaron reemplazando el volumen de ADNc por agua ultra
pura estéril. Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en un termociclador
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). La pureza de los productos
de PCR fue confirmada mediante curvas de disociacion y secuenciacion. La B-actina
(ACTB) fue utilizada como normalizador de la reaccién. Los resultados fueron
expresados como 2°AACt, considerando una eficiencia de la reaccién del 100%.

Andlisis estadistico: se realizé un andlisis multivariable con modelos mixtos
lineales o lineales generalizados (segun la distribucion de la variable dependiente). Se
incluyeron variables que fueron potencialmente enmascaradoras (peso, sexo, edad.).

Resultados

Se evaluaron un total de 24 roedores sigmodontinos Akodon azarae, de los
cuales 19 fueron adultos y el resto subadultos (n=24).

Disefio de cebadores: Los mismos se confeccionaron tal como se describe en
el punto anterior. Para TNF se utilizaron los siguientes par de cebadores especificos:
sentido 5 GCCCACGTTGTAGCAAACMAT’ y anti-sentido
5’AGAACCTGGGAGTAGACVAG3 (producto  149pb); para IL-1: sentido
5 TCCATGAGCTTTGTACARGGS  y anti-sentido 5TTGCTTGGGATCCACAYTCT3’
(producto 141 pb); para TGF-B: sentido 5’AGGCTGTGCTCGCTTTGTAC3  y anti-
sentido 5GTTGTTGCGGTCCACCATTAS (producto 131pb); para ACTB: sentido
5" GGGAAATYGTGCGTGACATC3  y anti-sentido 5 TTGCCAATRGTGATGACCTG3’
(product0 139).

Andlisis de los niveles de expresion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias:
Mediante pruebas de correlacion (Spearman’s Rho) se comprobd que las citoquinas
evaluadas: TNF, IL-18 y TGF-B no tuvieron asociacion con la edad del roedor (p=
0.8263, p= 0.3268, p= 0.795; respectivamente). Para dicha evaluacion se considero el
peso del roedor como “aproximacion” de su edad (Jackson et al, 2015).

Se observdé una asociacién positiva significativa entre los valores de las
citoquinas IL-18 y TNF (Pearson’s correlation p=0.0001165).

De las citoquinas evaluadas, solo TNF mostré6 expresiones superiores en
hembras que en machos, aunque sin diferencias significativas (Mann-Whitney tests).

Conclusiones

Los resultados demuestran que las hembras de Akodon azarae invierten en
defensas genéricas, al verse aumentados los niveles de TNF, una de las principales
citoquinas de la respuesta inmune innata. Este aumento sugiere un mecanismo
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protector potencial en hembras frente a infecciones (en evaluacién), a modo de
garantizar una posible gestacion.
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