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1. Introduccion

El proceso inflamatorio es una respuesta fundamental del sistema inmunolégico (SI)
frente a agentes patdogenos o dafo tisular, esta respuesta implica la activacion
coordinada de células inmunitarias y la liberacién de mediadores como las citocinas,
que regulan la maduracién, el crecimiento y la capacidad de respuesta de las
células (Liu et al., 2021). Entre estas citocinas, se encuentran el interferén gamma
(IFN-y) con accién proinflamatoria, por otro lado, la interleucina 10 (IL-10) con
acciéon antiinflamatoria que regula la respuesta del Sl (Saraiva et al., 2020; Lee et
al.,2017). El estudio de estas citocinas en especies silvestres que pertenecen a la
familia Procyonidae como el mapache (Procyon lotor) y el coati de nariz blanca
(Nasua narica) resulta ser de interés debido a que tienen una gran interaccion en
areas urbanas y su potencial papel como vectores y reservorios de patdogenos entre
la fauna silvestre, animales domeésticos y los seres humanos (Mysliwy et al., 2022;
Mehrkens et al., 2013). La presente investigacion tiene como objetivo la
caracterizacion de IFN-y e IL-10 de procionidos silvestres.

2. Justificacion

El estudio de las citocinas, particularmente del IFN-y e IL-10, en especies como el
mapache y el coati de nariz blanca, es fundamental para entender como responden
a infecciones y otros desafios inmunitarios. Informacion sobre su sistema
inmunoldgico es aun limitado, por lo que la caracterizacion de IFN-y e IL-10
mediante enfoques in silico e in vitro permitira no solo identificar posibles similitudes
genéticas y funcionales entre ambas especies, sino también establecer bases para
futuras investigaciones sobre su inmunocompetencia.

3. Marco tedrico
3.1 Procidénidos

La familia Procyonidae es una de las 11 familias que forman parte del orden
Carnivora, consta de 14 especies en seis géneros (Wozencraft, 2005), los cuales
llegan a distribuirse desde el sur de Canada hasta el norte de Argentina. Sus
miembros presentan habitos alimenticios variados, desde frugivoros tropicales
altamente arboricola como el kinkaju (Potos flavus), omnivoros terrestres a
arboricolas como el coati, mapache y cacomixtle (Nowak, 2005), asi como los
olingos (Bassaricyon spp) que pueden ser tanto frugivoros como omnivoros el cual
se distribuye en particular en zonas tropicales de América Central y América del Sur
(Monteza-Moreno et al., 2022).

La capacidad de adaptacion de estas especies ha favorecido su establecimiento en
habitats urbanos y rurales en gran parte de América del Norte, donde son nativos,
en particular los mapaches, coaties y cacomixtles. En particular los mapaches han



sido introducidos y establecidos en muchos paises de Europa y Asia (Stope, 2023;
Okuyama et al., 2020). México presenta una gran variedad de habitats, que incluyen
desiertos, bosques del norte, bosques tropicales y humedales, lo que proporciona
habitats adecuados para varias especies de procionidos, entre ellos predominan el
coati de nariz blanca (Nasua narica) y el mapache (Procyon lotor), los cuales al ser
altamente sociables viven cerca de asentamientos humanos, como parques
turisticos y zonas ganaderas (Contreras-Moreno et al., 2012).

3.1.1 Coati

Se reconocen comunmente dos especies de coaties: el coati de nariz blanca (Nasua
narica) y el coati de nariz marron o sudamericano (Nasua nasua). Los coaties de
nariz blanca se distribuyen desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de
Sudamérica (Gompper, 1995), se caracterizan por una nariz alargada y una cola
peluda con anillos claros y oscuros alternados (Whiteside, 2009). Son animales
sociales que forman grupos de hasta 30 individuos, principalmente de hembras en
edad reproductiva y algunos machos maduros (Gompper & Decker, 1998). Con
habitos diurnos en los que pasan la mayor parte de su tiempo buscando alimento,
en habitats como selvas tropicales, bosques secos e incluso areas urbanas
(Whiteside, 2009). Son animales omnivoros que se alimentan principalmente de
frutas e invertebrados, su dieta puede variar de acuerdo a la estacion, el habitat y la
disponibilidad (Alvarez et al., 2013).

3.1.2 Mapache

Procyon lotor (mapache comun) es originario de Norteamérica y fue introducido en
Europa en la década de 1930 para la cria de pieles, la caza y como mascota (Mori
et al., 2015). Con una distintiva “mascara negra” alrededor de los ojos, este animal
tiene habitos nocturnos, suele ser solitarios, sin embargo dependiendo las
circunstancias puede formar grupos sociales temporales o permanentes, es
altamente adaptable a diversas condiciones ambientales y a los habitats
modificados por el hombre (Okarma et al., 2012; Bartoszewicz et al., 2008). Son
omnivoros oportunistas y consumen casi cualquier alimento disponible, cambiando
su dieta dependiendo de los recursos disponibles, a diferencia del mapache
cangrejero (P. cancrivorus) que se alimenta principalmente de frutas e invertebrados
acuaticos (Gatti et al., 2006).

3.2 Proceso inflamatorio

La inflamacion es un proceso bioldgico complejo que ocurre en respuesta a una
alteracion, que puede ser causada por una infeccion por patdgenos o dafo tisular
(Ashley et al., 2012). Suele caracterizarse por sintomas fisicos como hinchazén,
dolor, enrojecimiento y calor, y en casos extremos pérdida de la funcién, provocados
por la vasodilatacion, la extravasacion de liquidos o el aumento de las
concentraciones de mediadores. El proceso inflamatorio no es solo la eliminacion de



agentes nocivos, sino también la eliminacion, adaptacion y renovacion de las células
danadas para restaurar el equilibrio en el cuerpo (Ashley et al., 2012; Ahmed, 2011).

Los inductores al desencadenar la respuesta inflamatoria son reconocidos por la
célula hospedera, por lo que ocurre una infiltracibn de leucocitos, monocitos,
neutréfilos y diferentes subgrupos de linfocitos al sitio donde se interrumpid la
homeostasis (Pastwinska et al,. 2017). El reconocimiento se puede dar debido a la
presencia de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), receptores
transmembrana especificos que detectan estructuras microbianas conocidas como
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) y lesiones celulares
conocidas como patrones moleculares asociados al dafo (DAMP) (Takeuchi &
Akira, 2010). La infiltracion de las células inflamatorias y la liberacion de
mediadores inmunolégicos como las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias,
promovera la restauracion de la homeostasis regulando las respuestas de las
células; los primeros estimulan y activan ciertos mecanismos para que continue la
inflamacion, mientras que los segundos son los responsables de inhibir o bloquear
la secrecién de citocinas proinflamatorias (Di Paolo & Shayakhmetov, 2016;
Wojdasiewicz et al., 2014).

3.3 Citocinas

Una de las primeras respuestas del sistema inmunitario (Sl) innato a la infeccion y al
dano tisular es la secrecion de citocinas, las cuales son proteinas solubles de bajo
peso molecular secretadas por células como los linfocitos, macréfagos, células
asesinas naturales (NK) y mastocitos, que participan en la comunicacién de las
células del SlI, responsables de la regulacion de la maduracién, crecimiento y la
capacidad de respuesta de las células (Liu et al., 2021).

Dentro de los mamiferos carnivoros se ha reportado que la determinacion de
concentracion de citocinas permite conocer el estado de salud y descubrir el
mecanismo de accion del Sl frente a agentes fisicos, quimicos y biolégicos (Dik et
al., 2023; Gusmao et al., 2022; Michaels et al., 2016), particularmente en infecciones
por virus los interferones (IFN) pueden expresarse en diferentes momentos durante
el transcurso de la enfermedad dependiendo de la cepa, jugando un papel
importante durante la respuesta aguda (Carolan et al., 2015). Por otro lado, la
suplementacién con oligoelementos como el cromo en caninos puede modificar la
respuesta inmune estimulando a los linfocitos T y B, y macréfagos aumentando la
produccion de citocinas, con la posibilidad de causar reacciones de hipersensibilidad
(Farret et al., 2023).

3.3.1 IFN-y

Existen dos tipos de interferones; el tipo | son el interferon-alfa (IFN-a) y el
interferon-beta (IFN-B), los cuales actuan principalmente en infecciones ocasionadas
por virus y en procesos autoinmunes (Anders et al., 2010); del tipo Il solo esta el



interferon-gamma (IFN-y) que es una citocina producida principalmente por las
células T CD4 o CD8 activadas, linfocitos T helper 1 (Th1) y las células NK para
inducir una respuesta inflamatoria y muerte celular apoptética (Lee et al.,2017;
Vanegas et al., 2017).

3.1.21L-10

La interleucina 10 (IL-10) es un mediador antiinflamatorio producido por macréfagos
M2, linfocitos T reguladores (Treg), linfocitos helper 2 (Th2) y linfocitos B
reguladores (Breg) (Liu et al., 2021; Commins et al., 2008), la cual regula la
respuesta del Sl frente a procesos inflamatorios, al tiempo que desempena un papel
importante en otros entornos como la cicatrizacion de heridas estériles, la
autoinmunidad, el cancer y la homeostasis del Sl (Saraiva et al., 2020). Durante las
infecciones agudas, el bloqueo de la sefializaciéon de IL-10 puede provocar una
patologia mas grave o incluso la muerte del hospedero; sin embargo, la alta
produccion de IL-10 se asocia con infecciones cronicas sostenidas y su bloqueo
promueve la eliminacién de patégenos (Couper et al., 2008).

4. Objetivos

4.1 General
e Caracterizacion de citocinas en procionidos silvestres

4.2 Especificos
e Caracterizacion in silico de IFN-y e IL-10 en procionidos
e Cuantificacion in vitro de IFN-y e IL-10

5. Metas
e Determinar la similitud de las secuencias de IFN-y e IL-10 de mapache
y coati
e Cuantificar los niveles de IFN-y e IL-10 en 15 muestras de sangre de
mapache y coati

6. Métodos
6.1 Muestras

Las muestras que se trabajaron provienen de individuos capturados en el “Parque
Museo de La Venta” ubicado en la ciudad de Villahermosa, Tabasco. Mismo que
cuenta con 4.3 hectareas de bosque tropical perturbado rodeado de zonas urbanas,
en donde los mapaches y coaties habitan libremente en el parque teniendo una
poblacién de adultos estimada de aproximadamente 108 coaties y 98 mapaches,
con algunas fluctuaciones a lo largo del tiempo (Martinez-Hernandez et al., 2014).
Los procionidos son capturados para obtener muestras sanguineas de las



poblaciones, que son almacenadas a -20°C para estudios posteriores. Para la
presente investigacion se utilizaron 6 muestras de sangre de coati y 6 muestras de
mapache ya existentes en el banco de muestras de la UAM-Xochimilco.

6.2 Busqueda de secuencias

Utilizando la plataforma de NCBI se obtuvieron las secuencias de nucleétidos de
IFN-y e IL-10 de distintos carnivoros terrestres como: Canis lupus familiaris, Canis
lupus baileyi, Ailuropoda melanoleuca, Mustela Iutreola, Mustela nivalis, Mustela
putorius furo y Mustela nigripes, con el fin de determinar en qué cromosoma se
encuentran los genes de las citocinas.

6.3 Analisis in silico

Se utilizé la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ejecutada
desde el Simbolo de sistema, para determinar la ubicacién de los genes en el
cromosoma de los procionidos. Para seleccionar el alineamiento mas confiable se
consideré el E-value mas cercano a cero, lo que permitié identificar la posicién
exacta de cada gen. Posteriormente, en el servidor del NCBI, se volvio a ejecutar
BLAST utilizando dichas secuencias para obtener la lista de alineamientos
significativos. Con las secuencias obtenidas de diferentes especies se elabor6 una
base de datos para construir los arboles filogenéticos correspondientes para cada
citocina.

6.4 Analisis filogenético

La reconstruccion filogenética se realizé a partir de las secuencias nucleotidicas en
la region codificante (exones) del gen de IFN-y e IL-10, empleando 61 y 73 taxones
respectivamente. Se realiz6 el alineamiento de las secuencias utilizando ClustalW
en Bioedit, el cual se edité para mantener solo la region conservada que coincide
con los genes de IFN-y e IL-10. Para la construccion de arbol se empled el software
de MEGA X (Kuma et al, 2018), el cual se ejecutd con las siguientes
especificaciones: utilizando el Neighbor-Joining como  método de
construccion(Saitou & Nei, 1987), con un bootstrap de 500 réplicas (Felsenstein,
1985) para predecir la historia evolutiva de los taxones analizados, asimismo se
utilizé el modelo Maximum Composite Likelihood para determinar las distancias
evolutivas (Tamura et al., 2004).

6.5 Analisis in vitro

Mediante un ELISA directo se determinaron los niveles de IFN-y e IL-10 en las
muestras. Debido a que no existen anticuerpos de las especies para detectar estas
citocinas, se utilizaron anticuerpos policlonales anti-interferén producidos en conejo.
En los pocillos se fijaran 100 pL/pocillo de muestra de suero de mapache y coati,



diluido en tampén de carbonato a 4 °C durante la noche. Los pocillos se lavaron 3
veces con 200 pL/pocillo de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) con 0.05%
Tween 20 (PBS-T). Posteriormente se afadiran 100 pL/pocillo de anticuerpo
acoplado con peroxidasa de rabano picante (HRP) para IFN-y/IL-10 (1:1000) y se
incubaron a 37 °C durante 45 min.

Las citocinas se detectaran con 100 pL de solucion 3,3',5,5'-tetrametilbencidina
(TMB), y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad, la
reaccion se detendra con acido sulfurico (H,SO,) con 50 uL/pocillo y los valores de
absorbancia se mediran a 450 nm en un lector de ELISA (Rendon-Franco et al.,
2014).

7. Resultados y discusion
7.1 Localizacion cromosémica de los genes de IFN-y e IL-10
Con el objetivo de identificar la localizacién de las citocinas IFN-y e IL-10 se
obtuvieron las secuencias nucleotidicas de referencia de especies de carnivoros

filogenéticamente cercanas (Cuadro 1.).

Cuadro 1. Localizacion cromosomica en carnivoros de IFN-y e IL-10

N° Ref
Especies IFN-y N° Ref NCBI IL-10 NCBI

Canis lupus familiaris 10 NM_001003174.1 7 NM_001003077
Canis lupus baileyi 11 XM_072842647.1 6 XM_072831270.1
Ailuropoda melanoleuca 15 NM_001304863.1 8 XM_002919274 4
Mustela nigripes 6 XM_059404705.1 10 XM_059414060.1
Mustela nivalis 7 XM_082740965.1 16 XM_082701921.1
Mustela lutreola 8 XM_059186261.1 14 XM_059146563.1
Mustela putorius furo ND KJ831214.1 ND XM_004756192.3

ND: No descrito

El alineamiento correspondiente a IFN-y e IL-10 presenté valores de E- value entre
0.0 y 4x10%2, porcentajes de identidad superiores al 86% y un maximo de 6% de
gaps (inserciones o deleciones), lo que permitié localizar ambos genes en los
genomas de P, lotor y N. narica (Cuadro 2.).

Cuadro 2. Localizacion de IFN-y e IL-10 en P. lotor y N. narica

Especie | Gen | Cromosoma | Identidad E-value Gaps(%)
(%)




P lotor | IFNG 6 96 2x1071%? 0

N. narica | IFNG 11 90 0.0 4
P lotor | IL10 16 87 9x103 6
N. narica | IL10 18 86 4x10% 6

En el caso de C. lupus familiaris la localizacidn cromosdmica de ambos genes ha
sido determinada experimentalmente y se utilizé como referencia para el presente
trabajo, por otro lado el resto de especies fue identificada mediante herramientas
bioinformaticas basadas en alineamientos de secuencias gendmicas. Aunque los
genomas de P loftor y N. narica ya se encontraban ensamblados a nivel
cromosomico, la ubicacién especifica de IFN-y e IL-10 no habia sido reportada.

La variabilidad observada en la localizacion cromosémica de IFN-y e IL-10 entre las
especies analizadas puede explicarse por los reordenamientos cromosoémicos, que
ocurren durante la evolucién, como fusiones, fisiones e inversiones cromosomicas,
dando lugar a modificaciones en la organizacién del genoma (Burssed et al., 2022).
Las diferencias observadas en el locus IFN-y e IL-10 no implican cambios en su
funcién bioldgica, ya que ambos genes estan evolutivamente conservados entre los
vertebrados y mantienen funciones inmunorreguladoras esenciales (Zhu et al.,
2023), debido a que son regiones en los genomas donde los genes vecinos se han
mantenido, lo que sugiere que las diferencias en su localizacion cromosdémica son
consecuencia de reordenamientos cromosémicos ocurridos durante la evolucion de
cada especie y no de modificaciones funcionales de los genes (Arias-Sarda et al.,
2024; Farré et al., 2019).

7.2 Arbol filogenético del gen IFN-y

El analisis in silico a partir del fragmento codificante del gen IFN-y (Figura 1.)
agrupo de forma moncofilética a los procionidos en un nodo terminal con un soporte
maximo de bootstrap del 100%, lo cual reafirma la estrecha relacién filogenética
para este gen, lo cual concuerda con lo propuesto por Koepfli et al., 2007. Por otra
parte, se segregaron los grandes subordenes taxonomicos del orden Carnivora,
separando el suborden Feliformia (Felidae e Hyaenidae) del suborden Caniformia
(Canidae, Ursidae, Ailuridae, Procyonidae, Phocidae, Otariidae, Odobenidae y
Mustelidae), de los cuales las familias Canidae, Felidae, Ursidae, Hyaenidae e
Otariidae mostraron nodos internos con valores bootstrap robustos superiores al
74%, en contraste la familia Mustelidae no se agrupé como un grupo monofilético,
dando lugar a dos clados con valores bootstrap de 17% y 75%, ademas de
posicionar a la nutria marina del norte (Enhydra lutris kenyoni) y el panda rojo
(Ailurus fulgens) en ramificaciones basales independientes. Finalmente, los grupos



externos del orden Chiroptera y Primates se ubicaron al centro del arbol
compartiendo un ancestro comun.
Figura 1. Arbol filogenético del gen IFN-y
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7.3 Arbol filogenético del gen IL-10

El analisis in silico a partir del fragmento codificante del gen IL-10 (Figura 2.) logré
posicionar correctamente como grupos externos a los ordenes Chiroptera
(Rhinolophidae, Hipposideridae y Pteropodidae), Perissodactyla (Equidae vy
Rhinocerotidae), Cetartiodactyla (representado por 13 familias, entre ellos cetaceos,
camélidos e hipopétamos) y al unico miembro de Eulipotyphla (Topo). Posicionando
de forma monofilética al orden Carnivora, segregando a las familias Canidae,
Felidae, Ursidae, Hyaenidae y al unico miembro de Herpestidae (Suricata) en clados
con un bootstrap superior al 73%. Por otro lado, la familia Mustelidae se separ6 en
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dos clados independientes con un nodo de 36%, dejando en una rama
independiente a la nutria marina del norte.
Figura 2. Arbol filogenético del gen IL-10

62 — XM_072831270.1_PREDICTED;_Carnis_lupus_baileyi
— XM_025429742.3_PREDICTED:_Canis_lupus_dingo
XM_077902324.1_PREDICTED:_Canis_aureus
XM_055319341.1_PREDICTED:_Nyctereutes_procyonoides
— XM_025987299.2_PREDICTED,_Vulpes_vulpes
93— XM_041762976.1_PREDICTED: _Vuipes_lagopus
LR761211.1_TPA_inf._Canis_lupus_familiaris

93 — XM_039262660.1_PREDICTED:_Hyaena_hyaena
[ XM_077775099.1_PREDICTED._Crocuta_crocuta
XM_020935395.1_PREDICTED_Suricata_suricatta
XM_025921095.1_PREDICTED:_Puma_concolor
— XM 0270745882 PREDICTED: Acinonyx jubatus
35 — XM_040463484.1_PREDICTED:_Herpailurus_yagouaroundi
XM_045456689.1_PREDICTED:_Leopardus_gecffroyi
XM_002919274.4 PREDICTED._Ailuropoda_melanoleuca
XM_025480730.4_PREDICTED:_Ursus_arctos
XM_045787901.1_PREDICTED:_Ursus_americanus
XM_008685080.2_PREDICTED:_Ursus_maritimus
34249738-34250017;_Procyon_lotor__chromosome_16
30452890-30453169._Nasua_narica_chromosome_18
XM_032878179.1_PREDICTED_Lontra_canadensis
XM_022508875 1_PREDICTED:_Enhydra_lutris_kenyoni
XM_047705814.1_PREDICTED._Lutra_lutra
XM_045981966.1_PREDICTED:_Meles_meles
XM_032318978 1_PREDICTED _Mustela_erminea
XM_059146563.1_PREDICTED:_Mustela_lutreola
XM_059414060.1_PREDICTED._Mustela_nigripes
XM_004766192.3_ PREDICTED:_Mustela_putorius_furo
XM_044266313.1_PREDICTED:_Neovison_vison
XM_082701922.1_Mustela_nivals
XM_082701921.1_Mustela_nivalis
XM_080825050.1_Martes_martes
KJB31207.1_Mustela_putonus_furo
XM 1_Telpa_europaea
XM_033093195.1_PREDICTED:_Rhinolophus_ferrumequinum
XM_019752447 2_PREDICTED:_Rhinolophus_sinicus
XM 019629137.1 PREDICTED: Hipposideros armiger
XM_081025933 1_Rhinolophus_hipposideros
XM_016129276 2_PREDICTED:_Rouseitus_aegyptiacus
NM_001082490.3 Equus_caballus
XM_008508464.2_PREDICTED:_Equus_przewalski
LR761194.1_TPA_in"_Equus_caballus
XM_004425092.2_PREDICTED:_Ceratotherium_simum_simum_(b)
XM_005182265.3 PREDICTED:_Camelus_ferus
XM_010991339.3_PREDICTED._Camelus_dromedarius
XM_006215461.4_PREDICTED:_Vicugna_pacos
NM_001303520 1_Camelus_bactrianus
XM_057727535.1_PREDICTED_Hippopotamus_amphibius_kiboko
XM_079931777.1_Stenella_coeruleoalba
XM_059049770 2_PREDICTED"_Kogia_breviceps
XM_007100340.2_PREDICTED:_Physeter_macrocephalus
XM_081224532.1_Mesoplodon_bidens
XM_007171565.3_PREDICTED:_Balaenoptera_acutorostrata
XM_035863144.1_PREDICTED:_Balaenoptera_musculus
XM_082614737.1_Mesoplodon_mirus
XM_082463920.1_Balaenoptera_physalus
XM_061185456.1_PREDICTED;_Eubalacna_glacialis
XM_032639042.1_PREDICTED;_Phocoena_sinus
XM_024751003.1_PREDICTED:_N a_ ¥
XM_065889122 1_PREDICTED:_Phocoena_phocoena
XM_004312229.4_PREDICTED:_Tursiops_truncatus
XM 0600101572 PREDICTED: Delphinus delphis
XM_027082840.1_PREDICTED:_Sagmatias_obliquidens
XM_030872861.3_PREDICTED_Globicephala_melas
XM_067714905.1_PREDICTED._Pseudorca_crassdens
XM_082832601.1_Leucopleurus_acutus
XM_082677836.1_Grampus_griseus
XM_022593582.2_PREDICTED:_Delphinapterus_leucas
XM_029228991.1_PREDICTED:_Monodon_monoceros
XM_068538481.1_PREDICTED._Eschrichtius_robustus
XM_060142106.1_PREDICTED:_Lagenorhynchus_albirostris
XM_ 1_PREDICTED_Mesopiodon_densirostris
XM_ 1_PREDICTED._Balaenoptera_ricei

— XM_007470712.1_PREDICTED._Lipotes_vexilifer
12— XM_079697521 1_Hyperocdon_ampullatus

basal

En cambio, el nodo que une a los procionidos tiene un bootstrap del 100%
confirmando la estrecha relacion filogenética para el gen IL-10, el cual del mismo
modo que el gen IFN-y al tener cumplir con funciones inmunolégicas han

conservado su estructura funcional sin cambios drasticos (Zhu et al., 2023).

7.4 Analisis in vitro

Al realizarse ELISA directo (Grafica 1.) las lecturas de absorbancia en dos muestras
de cada procionido estuvieron por debajo de 0.08, registrando incluso valores

negativos, sin presentar una respuesta decreciente conforme a las diluciones.
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Grafica 1. ELISA de IFN-y (1:1,1000)
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M: mapache (azul y rojo); C: coati (amarillo y verde); los sueros fueron diluidos de
1:50 a 1:1,600

Se observé un pico anémalo en la dilucion 1:400 en la muestra M2, el cual puede
deberse al hecho de que el anticuerpo anti interferon gamma empleado fue
desarrollado para otra especie (conejo), imposibilitando la unién antigeno-anticuerpo
debido a la falta de reactividad cruzada (Chileshe et al., 2025). Comunmente para
estudios en fauna silvestre se utilizan reactivos de especies diferentes a la
estudiada, debido a la falta de reactivos para cada especie, frecuentemente la
determinacién de concentracién de IFN-y se hace con el fin de diagnosticar
procesos infecciosos, ya que esta citocina se encuentra en concentraciones casi
indetectables en un animal sano y sin estimulo que provoque su secrecion (Chileshe
et al.,, 2019). En el caso particular de Mycobacterium bovis el cual puede afectar a
distintos mamiferos como alpacas, cerdos, lobos, jabalies, bisontes, rinocerontes
blancos, cabras y perros (O’Hallorand et al., 2025; Smith et al., 2021; Chileshe et
al., 2019). Cuando se requiere cuantificar la concentracion de IFN-y el anticuerpo
utilizado es de otra especie, como en el caso de bisontes se utiliza de bovino (hecho
para ganado) (Didkowska et al., 2022) y para rinoceronte blanco se utiliza de caballo
(Chileshe et al., 2019), en ambos casos estos tienen en comun que estan
relacionados genéticamente. Esta relacion permite prever una alta homologia entre
sus secuencias de la citocina, por lo que se podra determinar la concentracién con
el anticuerpo utilizado (Smith et al., 2021).

En la Grafica 2. y Grafica 3. puede observarse que los valores de absorbancia
obtenidos en su mayoria se obtuvieron valores negativos, si bien en las muestras
M2, C13 y C23 tienen valores positivos estos siguen siendo 0, indicando ausencia
de senal de la citocina. Aunque puede deberse a una baja o falta de reactividad
cruzada al anticuerpo utilizado, también puede deberse a un efecto de matriz
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(Oldfield, 2014), o tan solo en las muestras no habia suficiente IFN-y para ser
detectado.

Grafica 2. Concentracion de IFN-y(1:1,000) en suero de mapache
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M: mapache; concentracion obtenida de en suero de mapache diluido 1:200
utilizando anti interferén diluido a 1:1,000

Grafica 3. Concentracion de IFN-y (1:1,000) en suero de coati
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C13 y C23, se analizaron tres veces durante la investigacion; utilizando anti
interferéon diluido a 1:1,000
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Por su parte para IL-10 solo se realizé una vez el ELISA directo para ambos
procidnidos (Grafica 4. y Grafica 5.), como en el caso de IFN-y los valores de
absorbancia obtenidos son negativos o cercanos a cero, en ambos casos
considerando ausencia de sefal, lo cual puede deberse a limitada reactividad
cruzada, ya que el anti interleucina 10 también proviene de conejo el cual aunque
sea policlonal y pueda reconocer diferentes epitopos no garantiza que pueda
reconocer el de otra especie como el coati y mapache (Jia et al., 2020). La falta de
validacion de estos anticuerpos en especies diferentes puede llevar a resultados
negativos (Kjelgaard-Hansen et al., 2007). En casos donde se busque realizar la
validacién de un kit o anticuerpo debe emplearse tanto animales sanos como
enfermos, y debido a que no puede asegurarse la condicion de los animales de los
que se obtuvo la muestra (Smith et al., 2021), el hecho de que la absorbancia sea
cero no implica que sea debido a falta de reactividad o que se encuentre en bajas
concentraciones en el suero, también cabe la posibilidad que el problema sea las
diluciones utilizadas.

Grafica 4. Concentracion de IL-10 (1:1,000) en suero de mapache

® Ve @ M2
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Grafica 5. Concentracion de I1L-10 (1:1,000) en suero de coati
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8. Conclusiones

De acuerdo al resultado del analisis filogenético realizado, las secuencias de IFN-y e
IL-10 reveld la familiaridad de ambos procidnidos para estos genes, por otro lado, el
analisis in vitro demostré que los anticuerpos utilizados no permiten determinar la
concentracion de estas citocinas, al menos con las diluciones utilizadas.
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