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GOMEZ VERDUZCO, GABRIELA. IDENTIFICACION DE LINFOCINAS EN 
IOBRENADANTE DE ESPLENOCITOS DE POLLO ESTIMULADOS CON 

CONCANAVALINA A. 

(Bajo la asesoría de: QFB. Ph D. Vianney Ortiz Navarrete., WNZ Ph D. 
Guillermo Téllez lsaías.) 

Estudios realizados anteriormente, han demostrado una protección al desafio 

elqM!l1mental contra infecciones causadas por Satmonel/a gaNinarum v SatmoneNa enlerlfidl• en 

pollos, mediante la manipulación del sistema inmunocompetente de las aves, a trav6s del uso de 

extracto crudo de linfoclnas (ILI<) obtenido de linfocitos T de aves hiperinmunizadas con 

Salmone//a gal/inarum (ILK·Sg) o Sa/mone//a enlet#lclis (ILK-Se); v reestlmuiados con 

concanavalina A. Con el objetivo de identificar las interieuclnas presentes en el ILK, se evaluó la 

presencia de lnterieuclna-2 (IL-2) e lnterieron-gama (INFy). Los resuHados obtenidos demuestr1m 

la presencia de ambas interteucinas en ILKSe. La IL-2 de polio al igual que en otros mamlferos; 

participa en la proliferación de linfocitos T, sin embargo una dlterencia notable con otras especies, 

es que se observó barrera de especie en su actividad biológica. El INFy indujo aumento en la 

expresión de molecuias clase 1 v clase 11 del Complejo Principal de Histocompalibiildad. La 

presencia de INFy en el sobrenadante, sugiere que esta interieuclna pudiera estar participando en 

el efecto de protección que se confiere por la administración de ILK, promoviendo la activación de 

macrófagos v heterófilos, los cuales pudiéran ser los responsables de la eliminación de la bacteria. 

Estos estudios además proveen más evidencias de que la inmunidad observada en tos estudios in 

vivo contra Satmonella gal/lnarun v Sa/mane/la enlertlklis es probablemente Inducida por estas 

importantes linfoclnas, estudios para purificar e Identificar los genes de las linfocinas erectoras en 

pollos, asl como una investigación sistémica del mecanismo por el cual estas linfoclnas 

potenclalizan sus efectos protectores se encuenlran en progieso. 



GOMEZ VERDUZCO, GAllRIELA. IDENTIFICACION DE UNFOCINAI EN 
IOIRENADANTE DE EIPLENOCITOI DE POLLO ESTIMULADOS CON 

CONCANAVALINA A. 

(Bajo la asesorla de: QFB. Ph D. Vianney Ortiz Navarrete., Ml/Z Ph D. 
Guillermo Téllez lsalas.) 

Estudios realizados anteriormente, han demostrado una protección al desafio 

experimental contra Infecciones causadas por Salmonella gaHinarum y Satmone//a enterltidfs en 

pollos, mediante la manipulación del sistema lnmunocompelente de las aves, a trav6s del uso de 

extracto crudo de llnlocinas (ILK) obtenido de linfocitos T de aves hlperinmunlzadas con 

Salmonella gallinarum (ILK-Sg) o Salmonella enterilldis (ILK-Se); y reestlmul8dos con 

concanavalina A. Con el objetivo de Identificar las inlerteucinas presentes en el ILK, se evaluó la 

presencia de lnlerteucin•2 (IL-2) e lnlelferon-gama (INFy). Los resultados obtenidos demuestr.n 

la presencia de ambas lnterteucinas en ILKSe. La IL-2 de pollo al igual que en otros mamlleros; 

participa en la proliferación de llnlocilos T, sin embargo una dilerencla notable con otras especies, 

es que se observó barrera de especie en su actividad biológica. El INFy Indujo aumento en la 

expresión de mol6culas clase 1 y clase 11 del Complejo Principal de Histocompalibilldad. La 

presencia de INFy en el sobrenadante, sugiere que esta inlerteuclna pudiera estar participando en 

el electo de protección que se confiere por la administración de ILK, promoviendo la activación de 

macrófagos y helerófilos, los cuales pudiéran ser los responsables de la eliminación de la bacteria. 

Estos estudios además proveen más evidencias de que la inmuntdad observada en los estudios in 

vivo contra sarmoneHa galfinarun y Salmonella entet111dfs es probablemente Inducida por estas 

Importantes linloclnas, estudios para purificar e Identificar los genes de las linlocinas electoras en 

pollos, asl como una Investigación sistémica del mecanismo por el cual estas llnloclnas 

potencializan sus efectos protectores se encuentran en progreso. 
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l. Dll8CU9Rllllll:•TO Y CAllACTSalZACIO• DS CITOCl•All. 

Cronológicamente, el descubrimiento de las citocinas se situa en los 

allos 60s, cuando surgue la pregunta ¿De que manera las células del sistema 

inmune se comunicaban entre sí?. En investigaciones realizadas en esa época, 

con cultivos de linfocitos in vitro, estimulados con agentes mitogénicos, antígenos 

y células alogénicas, se observó que estos linfocitos liberaban factores protéicos 

al medio, que al utilizarlos en bioensayos, desarrollaron funciones particulares 

como por ejemplo, inducir la proliferación de células B, y células T, diferenciación 

de células B a células plasmáticas (productoras de anticuerpos), desarrollo de 

células citotóxicas, activación de macrófagos y otras células inflamatorias. Fué en 

esta época cuando se describieron los inlerferones antivirales, pirógenos y 

factores activadores de macrófagos. (1, 1 B) 

La segunda etapa en la investigación de las citocinas fué durante la 

década de Jos 70s, involucrando la purificación y caracterización parcial de 

algunas citocinas, así como la producción de antisueros específicos 

neutralizantes. En esta epoca se observó que diversos efectos de las citocinas, 

que ya habían sido estudiados por diferentes investigadores, eran producidos por 

las mismas moléculas, por ejemplo; el interferon descubierto por virólogos como 

una proteína antiviral, fué descrito también de manera independiente por 

inmunólogos como un aclivador de macrófagos derivado de células T. Otro 

ejemplo es la Jnterleucina 1 (IL-1) la cual fué descrita como un mediador 

endógeno de la fiebre (pirógeno), producido en respuesta a infecciones 

bacterianas; y los inmunólogos la describen como un coestimulador de la 

activación de células T. (1, 18, 20) 

Una hipótesis importante generada en ese tiempo era que las 

citocinas eran sintetizadas principalmente por los leucocitos y que su sitio de 



acción se llevaba a cabo en otros linfocitos. Por esta característica es que reciben 

el nombre de lnterleucinas (IL.s).(1, 18,20) 

La época de oro en la investigación de citocinas fué en la década de 

los eo·s, debido a que en este at\o se logró la identificación individual y definitiva 

de las moléculas de las citocinas a través de la producción de anticuerpos 

monoclonales neutralizantes específicos; además de describir propiedades 

desconocidas; y lo más importante, la clonación de los genes de estas 

interleucinas. En la actualidad esta línea de investigación aún continua, ya que 

se conocen los efectos de las citocinas in vitro; pero las reacciones in vivo no 

están bien definidas, por lo que hay un largo camino que recorrer.(1, 18,20) 

Dependiendo de las actividades biológicas de las linfocinas, se han 

clasificado de la siguiente manera: Citocinas mediadoras de la inmunidad natural, 

Citocinas mediadoras de la activación, crecimiento y diferenciación de linfocitos, 

Citocinas mediadoras de la inflamación y Citocinas mediadoras del crecimiento y 

diferenciación de leucocitos inmaduros. (ver cuadros 1 a IV)(1,18,20). 



CVADROL 

1 

CITOCINAS lll:DrRAS DI: LA INMUNIDAD NATURAL 

CHocinm PRICl11<ida por 

F•r:: mononuc eares y otr•• 
(a), 

INFltpol 
1 

Flbroblastbs v otrao 1 81 

TNI' ~iocnos 
monon cleares y 

cél~lasT 

1 

lntelle11cl1U1 t Fagocitos 
mononucl~ares y otras 

1, 

lntallellCllUI ' Fagocilos 
mononuc¡eares, Cél. 

endotellalr, células T 

CllOCllUIO de bajo Fag~cllos 
pe10 molec:u .. r mononuCleares, Cél. 

endotellales, 
fibroblasto~,céiulas T y 

olaauetas 

Re1(1) l 
Abrevlmturaa: INF, interferon 

TNF, Factor de necrosis tumoral 
1 

Cel.lll.lnco Efectoe en cel. 
lll.lnco 

Todas( a) Anti .viral ,antiproliferalivo, 
aumenta la exprniónde 
moléculas claae I d~ 
CPH. 

Cels. NKml Activación 

Neutrófilos Activación (Inflamación) 

Cél. endolellales Activación (Inflamación, 
coagulaclón) 

Hipot•lamo e Fiebre 
Reacconea en faae Hlglldo lfJUda 

Cél. T,Cél B, Coeslimullldor 
Cél. endotellales, Activación (lnnamaclón, 

coagulaclón) 

Hipot•lamo, Fiebre 

Hlgado Reaccones en fase 
111ud1 

Músculo v arasa Catabolismo 

Cél. T,Cél B, Coeslimulador 
Cél. B maduras Crecimiento 

Hlgado Reaccones en fase 
1auda 

Leucocitos Quimiotaxls y 
activación de 
leucocttos 



CVADROlt 

CITOCIJWM ll&DIADORA8 Dll LA ACTIVACIÓll, CRllCllllUTO Y 
Dl1'Jr:Ul'fCIACIÓll DS Llll1'0CIT08. 

Citoclna PR>ducid8 POr Cel. blllnco 

lnterteucin1 2 C611. T Cé/a. T 

Cé/aNK 
Céls. B 

C6l1. TCD4+ Céls. T 

lntarteucin1 • 
Cé/1. B 

Fagocitos 
mononuclHres v cáls. B 

TGF.¡1 Células T,FagocHos Células T, 
mononucleares y otras Fagocitos 

mononucieares 
v otras 

Rol(1) 

Alnvl .. urn: TGF-p, Factor de crecimiento tumoral beta 
NK .~lul1111ninas 
Fe, Fracción cri1t1llz1b/1 de /11 lnmunoglubul/nas 

Er.ct09 en cel. lllanco 

Creclemiento y producción 
decifoclnu. 
Crecimiento y activación. 
Crecimiento y 1fnte1t1 de 
anticuemns 

Creclemlento 

Activación y crecimiento del 
i1ot1po lgE para Swrtch. 

Expresión de Fe 

Inhibe la activación y la 
proliferación. 
Inhibe la 1ctiv1ctón 
Regulación del crecimiento. 



CUAllROUI. 

CITOCl1'A8 llSDL\DORA8 DI: LA 11'1'LAllACl01' 

Citocln• Producide por C:.I. bl•nco Electos en cel. 
bl•nco 

Oomm•ln- C61. T Fagocito mononuclear Activ1ción 
INfy Cél. NK Cél. endotelial Activación 

C61s. NK Activación 
Todas Aumenta la e>cpreslón de 

mol6cules clase 1 y 11 del 
CPH 

Neutr6filo Actlv1clón 
Llnloto111111 C61. T Cél. endotetlal Activación 

Céls. NK Activación 

lnterteucl1111 ID Cél. T Fagocito mononuclear lnhlblcf6n 
Cél.B Activación 

lnterleucl1111 I C61. T Eoaln6filo Activación 
CélB Crecimiento v activación 

lnterteucl1111 12 Cél. T C61&NK Acttv1cl6n 
C61s. T Activación(creclmlento y 

dlferenci11ción' 

MIF C61. T Fagocito mononuclur Conversión de un estado 

Rel(1) 

Abrevl.tur1a: NK ,células asesinas 
MIF, Factor inhibidor de migración 
CPH, Complejo Principal de Histocompatibilidad 



CUADRO IV. 

CITOCUfAB llSDL\DOJtAa DSL CUCllllSNTO Y 
Dll'SDllCIACION DS Lll:UCOCITOS lllllADU&OS 

Citoctna Producida por Cel.blanco Efecto1encel. 
blanco 

119-dec-Klt C4tl del estroma de 
m6dula 61811 

C'1. plurlpotenclal Activación 

·-··•3 Cél. T Progenitor• Inmadura Crecimiento y 
difreactiv1cl6n 

CSF11r1nuloc-- Cill. T,Fagocito Progenitora Inmadura Crecimiento y 
mater6f8(109 mononuclear, Cél diferenciación de todas 

endotlial,fibroblastos . laa Uneas celulares 
:·,-:-

-... ~' 
Progenitor granuloclto-- Diferenciación de 

,·manoctto· granulocitos y fagocitos 
mononucleares 

Fagocitos Activación 
mononucleares 

C8Fm1er61- Fagocito monanuclear, Progenitor granulocito· Diferenciación de 
Cél endotllal,fibroblastos mono cito fagocitos mononucleares 

CSF gr•nukx:itoa Fagocito mononuclear, Progenitor granulocito- OiferenclaclOn de 
Cél endotllal, fibroblastos monocito granulocitos 

l-..Cln17 Flbroblastos, Céls.del Progenitores Inmaduros Crecimiento y 
estroma de médula ósea diferenciacion de 

linfocitos B 
Rel(1J 

Abrwvlaclonea: CSF, factor estimulador de colonias. 



11. PATOOMIA DS ALGUK.AS llACTSRIAll IKTRACSl.ULAUll 

PACULTATIV.AS. 

la mayoría de la bacterias intracelulares entran en el hospedero a 

través de las mucosas, y esta entrada es iniciada tracuentemente con la 

adherencia de la bacteria a células epiteliales de la mucosa. Esto lo pueden hacer 

a través de adehesinas expresadas en la superficie de la bacteria. A continuación 

la bacteria pasa a través de las células epiteliales por procesos de transcitosis. 

Posteriormente se localiza dentro de los macrófagos, mencionando algunas 

bacterias que lleven a cabo esta característica podemos mencionar a Sa/monel/a, 

Listeria y Mycobacterium. (8) 

la bacteria puede ser previamente eliminada por los mecanismos de 

defensa no especificos, como son: el movimiento mucociliar, movimientos 

peristálticos, o células polimorfonucleares que fagocitan a Salmonella. (8, 18) 

las bacterias que resisten a ésta reacción de defensa no especifica, 

colonizan tejidos más profundos, estableciendo un nicho de infección. En este 

caso, el hospedador desarrolla una respuesta inmune específica en contra de la 

bacteria. la infección es abortiva cuando el sistema inmune sigue con la 

eliminación del agente patógeno antes de que se desarrolle signologia clinica. 

Alternativamente, el dallo en tejidos aumenta a un nivel significativo antes que el 

sistema inmune pueda controlar al agente patógeno de manera efectiva; 

manifestándose la enfermedad clinicamente. Finalmente es posible que la 

respuesta inmune no pueda erradicar completamente al agente patógeno. En este 

caso se lleva a cabo un equilibrio a largo plazo entre la persistencia del 

microorganismo y el desarrollo de la respuesta inmune. Este balance puede 

inclinarse a favor del patógeno, y con el tiempo la infección se convierte en una 

enfermedad crónica, como pudiera ser el caso de la tuberculosis (1,18,20). 



111. ll'fllUlflDAD COlfTllA 11.ia1-.a. •P. 

El hecho que un microorganismo sea intracelular implica una 

coexistencia entre la bacteria y la célula hospedera, ocasiooando daño en la 

célula. Esta caracterlstica provoca consecuencias directas en el tipo de respuesta 

inmune a desarrollarse; ya que su localización dentro de la célula protege a la 

bacteria de la inmunidad humoral (19). 

La respuesta inmune protectora contra bacterias intracelulares, es 

por tanto, la inmunidad mediada por células; individuos con deficiencia en este 

tipo de respuesta, son extremadamente susceptibles a infecciones por 

organismos intracelulares. Esta inmunidad celular consiste en diferentes 

reacciones: primero la fagocitosis y destrucción de los microorganismos por los 

fagocitos mononucleraes activados por c:ltoc:lnaa que han sido liberadas 

principalmente de células T y por otras células, como por ejemplo las células NK. 

El INFy ocupa un sitio de suma importancia en la activación de monocitos y 

macrófagos, ya que aumenta la fagocitosis elevando la expresión de las 

fracciones Fe de las lgG y aumenta la producción de productos oxidativos del 

oxigeno y nitrógeno. Posteriormente, los antigenos protéicos de la Satmonet/a, 

son procesados y presentados por los macrófagos como péptidos en el contexto 

de moléculas de clase 1 y 11 del complejo principal de histocompatibilidad (CPH) a 

linfocitos T coa y C04, respectivamente. Los linfocitos coa actuan sobre las 

células que presenten péptidos unidos a moléculas de clase 1 del CPH, lisando 

estas células, mientras que Jos linfocitos CD4 responden liberando lnlerleuc:inaa; 

las cuales modulan la respuesta inmune. Se distinguen dos tipos de linfocitos T 

CD4; los Th1, responsables de la secreción de IL-2 e INFy; y los Th2, que 

secretan IL- 4, IL-5, IL-10, que son linfocinas que participan en la respuesta 

inmune humoral. La respuesta de Th1 se traduce predominantemente en una 



respuesta Inmune celular, promoviendo la activación de macrófagos y por lo 

tanto la eliminación de la Salmone/la. (1, 18,20). 
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3.-lllTRODVCCIOK 



Las infecciones paratifoide11 por Salmone/111 en aves, se 

consideran como una fuente potencial de contaminación de alimento• para 101 

humamos, por lo que es un tema de gran interés mundial.(4,5) 

Con excepción de los paises escandinavos y algunas áreas de 

operaciones localizadas, las infecciones paratifoideas son comunes en aves 

productoras de carne o huevo. Las infecciones humanas con S. enteritidis se han 

reportado con mayor problema en varios paises de Europa; ocasionando del 50 al 

87% del total de los casos reportados. (4,5). 

Por otro lado tenemos lo referente a la infección por Salmone//a 

ga/linarum y Salmonel/a pu//orum que ocasionan en aves Tifoidea aviar y 

Pulorosls, respectivamente, no produciendo enfermedad en los humanos; pero 

son causantes de severas perdidas económicas para los avicultores (6). 

A pesar de los programas que se han implantado en todo el mundo 

de erradicación, bioseguridad, vacunación, desinfección y medicación, contra este 

microorganismo; esta enfermedad, continúa atacando la industria avlcola 

representando un gran impacto sanitario y económico a esta actividad pecuaria . 

Por tal motivo, es necesario que esa industria cuente con métodos eficaces 

permitiendo la prevención de la enfermedad (6, 10,23). 

La vacunación tradicional de las aves contra Sa/monella gallinarum 

con la cepa 9R induce un bajo porcentaje de protección al exponerse las aves 

vacunadas a cepas virulentas de campo, además; de generar un efecto adverso 

en la subsecuente producción de huevo; y la inmunidad inducida puede 

desaparacer 5 ó 6 meses después de la vacunación. Por lo tanto, su eficacia sólo 

tiene una aceptación desde el punto de vista de la industria farmacéutica.(6,24) 
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Por lo que una alternativa para solucionar el problema de la 

salmonelosis en aves explotadas comercialmente es la manipulación del sistema 

inmunocompetente (23). Una opción puede ser la utilización de las lnterleucinas 

(ILK'1), que actuan como mediadores solubles de la respuesta inmune especifica 

e inespeclfica (12,13,15,16,25,27). 

En estudios recientes se ha demostrado que linfocitos T 

provenientes de pollos hiporinmunizados contra Sa/mone//a enteritidis producen 

linfocinas que protegen a las aves contra desaflos experimentales con Salmonella 

enteritidis el reto con la bacteria en dosis de 1 X 10 4, 2.5 X 10 5, y 1 X 10 e 

Unidades Formadoras de colonia (UFC). Esta protección persiste durante por lo 

menos 6 dias cuando se administran estas linfocinas un dla después del 

nacimiento. Por lo que se considera una herramienta en el control de la 

salmonelosis en aves explotadas comercialmente (12, 13, 15, 16,25,27). 

En el control de enfermedades con microorganismos intracelulares, 

como es el caso de la Salmonelosis, la inmunidad especifica por linfocitos T, 

juega un papel muy importante, ya que estas células T secretan interleucinas las 

cuales participan en múltiples y diferentes eventos de la respuesta inmune como 

son, proliferación celular (expansión clonal de linfocitos T y B), diferenciación de 

linfocitos B, activación de macrófagos y procesos de inflamación, sólo por 

mencionar algunas actividades. (1,16,18). En el ratón y el humano han sido 

caracterizadas las siguientes interleucinas: lnterleucina 2 (ll-2), lnlerleucina 3 (IL-

3), lnterleucina 4 (ll-4), lnterleucina 5 (ll-5), lnterleucina 6 (IL~). lnterleucina 8 

(ll-8), lnlerleucina 10 (ll-10), lnterleucina 12 (ll-12), IFN11ama (INFy), TNF-Bela 

(TNFIJ), TNF-alfa (TNFa). (1,3, 18,20). En lo referente a la animales domésticos se 

han caracterizado IL-8 e IL-2, e INFy en bovinos (2,7,22). IL-2 en el gato, y en el 

pollo de engorda IL-2 e INF-y. (9, 14, 17,26). 

12 



Considerando que en las aves las interleucinas poseen las mismas 

actividades biológicas que en los mamíferos, es importante caracterizar las 

linfocinas pre1811tes en el extracto crudo obtenido ele linfocitos hiperinmunizados 

con Sa/mone//a gallinarum; o Salmonella enteritidis, y reestimulados con 

concavalina A (ILK-Sg e ILK-Se), para poder establecer, cuales interleucinas son 

las que participan directamente en el establecimiento ele la protección observada 

contra infecciones ele Salmonella. 
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4.-RIPOTBSlll 



La IL-2, e INF- gamma son de los principales componentes 

preH11!e1 en el sobrenadante de esplenocitos de pollo, estimulados con 

Concanavalina A (Con A). 
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Se cree que existe una respuesta Th1, y por lo tanto, la liberación de IL-2 e INF-gama 
principalmente. 
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S.·OlloJBTIVOS 



·Obtención de sobrenadante de esplenocltos de pollo estimulados 

con Concanavalina A (Con A). 

-Caracterización de las actividades de IL-2 y de IFN-gamma en el 

sobrenadante de esplenocitos estimulados con Concanavallna A (Con A). 
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fi.-MATBRIALB8 Y MBTODOB. 



Materlal lafeotaate. 

Se utilizó una cepa de Sa/mone//a enteritidis, donada por el National 

Veterinary Services Laboratory, Ames, lowa. Y una cepa patógena de campo de 

Salmonella gallinarum donada por el Dr. Mario Padrón, denominada U-2.Estas 

cepas son resistentes a novobioclna y ácido nalidfxlco por lo que se cultivaron en 

caldo infusión cerebro-i:Orazón durante 18 hr a 37 C. Este medio de cultivo 

contenia 25µg I mi de novobiocina y 20 µg I mi ácido nalidixico para inhibir el 

crecimiento de otras bacterias. El inóculo para el desaffo de Salmone//a enterilidis 

y Salmone//a ga//inarum fué preparado en un amortiguador de folfatos estéril. La 

concentración de células viables del inóculo, fué determinada mediante 

espectrofotometrfa (Beckman 89212 Philadelphia, USA) y conteo de colonias en 

cajas con agar verde brillante. 

PollM pua ...-ma-tael6a 

Pollos de un dia de edad ( Arbor Acres X Arbor Acres) fueron 

obtenidos de una incubadora comercial, y colocados de manera aleatoria en una 

bateria eléctrica situada en el Departamento de Producción Animal: Aves. 

Proporcionándoles agua y alimento comercial ad libitum, tomando muestras de 

ambos, para verificar que su inocuidad. 

laaaalael6a4•lu•-

Aves de dos semanas de edad ( Arbor Acres X Arbor Acres) se 

inmunizaron por vía oral con cepas de Salmonella enteritidis y Salmone//a 

ga/linarum, el día O y el día 14 a una concentración 1 X 10 a Unidades 

Formadoras de Colonia (UFC) I mi. 
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Purtflc11elón y Actlv11el6n ele Llnfocltoa T. 

Los bazos 18 extrajeron en forma aHplica y 18 colocaron en mlldio 

de cultivo celular RPMI 1640 (SIGMA, Saint Loui1, MO, EUA), 18 disgregaron 

mlldianta la utilización de un tamiz, las células se recuperaron por centrifugación 

a 250 X g (Sorvali) 10 minutos, a continuación, el paquete celular 18 rasuspandió 

en una solución para lisar eitrocitos (NH, CI 0.15 M, KHC03 1.0mM, EDTA 0.1 

mM) y 18 incubó 7 minutos a 37 C. Posteriormente 101 leucocitos se sometieron a 

dos lavados con solución balanceada de Hanks (SIGMA Saint Louis, MO, EUA). 

El paquete celular fué resuspandido en RPMI 1640; y para eliminar monocitos y 

linfocitos e, 18 pasaron a través da columnas da algodón da nylón (Polysciances, 

lnc), las cuales hablan sido previamente incubadas 30 minutos a 37 grados 

centlgrados, 5.0 % C02 con RPMl-10 (mlldio RPMI 1640 suplementado con 

piruvato da sodio, glutamina, suero fatal bovino (SFB) al 10%) (GIBCO). Los 

linfocitos T purificados se recolectaron como células qua no se adheriaron a la 

columna; posteriormente 18 ajustaron a 2 X 10 e c61ulaslml, la pureza y viabilidad 

se determinaron mediante exclusión con azul tripan obteniendo un 95%. Los 

linfocitos T 18 incubaron durante 48 horas con 7.5 (Jg/ml de concanavalina A 

(Con A) (Pharmacia AB Sweden) al cuél es un mitógeno especifico de linfocitos T. 

(19) 

Pf9pmrmc:lón de llnfoclnaa 

A las 48 horas da incubación de los linfocitos T con la Con A, la 

suspensión celular se centrifugó a 250 X g, 20 minutos a 4 C, se recolectó el 

sobrenadante, y se la adicionó alfa-metil-manosido a una concentración final de 

0.5 mM. Este material fué posteriormente ultrafiltrado a través de una membrana 

de 10 kd (Amicon) y el material retenido fué nuevamente esterilizado por filtración 
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utilizando membranas de 0.22¡.im. Alicuotaa de 1ml de eate material fueron 

conservada a -70 e haata su utilización. 

l'Npuact6a de tlok ...... t• •• c.ltln llblto. 

Se obtuvieron eaplenocltoa de pollo de la fonna deacrita 

anteriormente, y se trataron durante 20 minuto• a 37 C, en un ambiente con 5.0 % 

C02 con Mitomiclna C (Sigma# M. 0503) a una dolis de 40¡.ig/ml. Al t6rmino del 

periódo de incubación 18 lavaron tres veces con solución balanceadas de Hanka; 

y finalmente ae ajustaron a una concentración de 3X10 7 células 1 mi. ( Grupo de 

células eatimulador). 

De otra ave alogénica ae obtuvieron igualmente los eaplenocltos y 

18 ajustaron a una densidad final de 3 X 1 O 7 células 1 mi ( Elle grupo de célutaa 

actuó como respondedor). Igual número de células raspondedoras y 

eatimuladoras se distribuyeron en batallas de cultivo celular da 25 cm2 y ae 

incubaron a 37 C, con 5.0% de C02. durante 14 días.(Cullivo Mixto Primario 

CMP). Al finalizar el tiempo de incubación, se cosecharon por centrifugación las 

células del CMP a 250 X g 10 min en botellas de cultivo celular; a temperatura 

ambiente (TA). Se lavaron una vez con 20 mi da RPMl-10 y ae preparó un Cultivo 

Mixto Secundario (CMS), utilizando condicion111 similares; excepto en la 

concentración de células raapondedoras, colocándose 6 X 10 e células/ mi (del 

CMP) y 2.5 X 10 7células 1 mi de espfenocito1 ellimuladore1, y se cultivaron 

durante 36 horas. Al término de la incubación, se centrifugaron las células a 250 

X g, 20 min, se recolectó el sobrenadante y se conservó a -70 e, hasta su 

utilización. 
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Olttead6a de Uatoltlutoe. 

Los esplenocitos de pollo se incubaron durante 24 horas con 2.5 

µg/ml de Con A. Al término del periódo de incubación se cosecharon por 

centrifugación, 10 min a 250 X g. Las células se lavaron dos veces con 20 mi de 

solución balanceada de Hanks. Los blastos se obtuvieron mediante un gradiente 

de densidad en Ficoll-Hypaque (SIGMA), para ello se colocaron volumen a 

volumen Ja suspención de células y el Ficoll-Hypaque, se centrifugó a 250 X g, 20 

minutos a temperatura ambiente . Al término, con una pipeta Pasteur se recolectó 

Ja interfase que contenía la suspensión de blastos, y se sometió a dos lavados 

con 20 mi de solución balanceada de Hanks. Finalmente se ajustaron a una 

concentración de 2 X 1O11 células I mi, para su posterior utilización en el ensayo 

de cuantificación de IL-2 . 

..._,..para la 1c1-tmcad6a de u.-a. 
En una placa de 96 pozos (Nunc F96) y por triplicados se colocaron 

100µ1 ILKSe, ILKSg y CMS (partiendo con diluciones dobles seriadas). A 

continuación se aplicaron 100 µ1 de la suspención que contenía a los blastos y se 

incubaron 48 horas a 37 C, en un ambiente con 5.0% co2. Agregando 1 µCi de 

Timidina marcada con tritio (Melhyl-3H Oupont, Boston), por pozo, durante las 

últimas 24 horas de incubación. Posteriormente las células se cosecharon en 

filtros de fibra de vidrio (SKATRON instruments 11028 England.). En un contador 

de centelleo líquido (Beckman LS600SE, U.S.A.) se midió la incorporación de 

timidina .(6, 10). Como testigo positivo se utilizó la línea celular de ratón CTLL2, 

dependiente de IL-2 para su proliferación. Se empleó como fuente de IL-2r el 

sobrenadante de la línea celular C63. Y como testigo negativo se utilizaron las 

células sin IL-2. 
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a1onu,.o pua la ideatUlcacUta •• Dll'y 

Los esplenocitos de pollo se incubaron durante 24, 48, 72 y 120 hrs 

con Jos ILKSg e ILKSe en concentraciones del 10 y 20 % a 37 e en 5.0 % de 

C02. Al término del periódo de incubación, se cuantificó Ja expresión de 

moléculas clase 1 y clase 11 del CPH de la siguiente manera; 3 X 10 5 células/mi. 

se colocaron en placas de cultivo celular de fondo redondo y se incubaron 30 

minutos a 4 C en 100µ1 de sobrenantes ricos en Jos anticuerpos, F21·2 lgG de 

ratón anti-moléculas clase 1 del CPH (21 ), 2011 JgG de ratón anti-moléculas IJ del 

CPH (11) y F21·21 lgG de ratón anti-ll2Microglobulina (21). Posteriormente se 

centrifugaron a 250 X g, 5 min a 4 C y el paquete celular se resuspendió en 200µ1 

de PBS1 (Amortiguador de fosfatos-salino suplementado al 2% con SFB y 0.1% 

Azida). Este procedimiento se repitió dos veces. A continuación se incubó a 4 C 

30 minen 100µ1 de lgG de cabra anti-lgG de ratón conjugado con Jsoliocinato de 

Fluorescelna (Gibco BRL Goal antimouse JgG H+L Premium Quality file Jabeled). 

Al terminar el periódo de incubación se procedió a lavar dos veces con 200µ1 de 

PBS1 y se resuspendieron en 500µ1 de yoduro de propidio al 0.1 %. La intensidad 

de fluorescencia se cuantificó en citometria de flujo (FacSort) y los datos se 

analizaron por el software L YSJS JI (Becton Dickinsan) 
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AllAJ.1818 UTADl8TICO. 

Anill•I• de Regre•lón. Dicho análi1i1 fué utilizado para determinar 

la correlación entre las diluciones del sobrenadante SelLK, y la proliferación de 

bla1tos de pollo, como prueba indirecta para evaluar la presencia de IL-2. 

Mediante el paquete estadístico SAS (1990). 

An4111sla de v.nmiu. Fué utilizado para evaluar la expresión de 

moléculas clase 1 y 11 del CPH de pollo. Las diferencias entre medias fueron 

sometidas a la prueba de rango múltiple de Scheffe, utilizando los modelos 

generales lineares del paquete estadístico SAS (1990). 
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7.·RB8VLTAD08 



l alOUMYO PARA LA mllln'lftCACIOR D& U.-3 

Mediante 101 en11yo1 de incorporlción de timidina, 11 obl8fVó la 

proliferlción de linfocitos T por 11 pre11nci1 de IL-2 en ILKSe, mostrando un 

punto óptimo de actividad biológica (proliferación) en 11 dilución 1 :2 con 17 173 

cpm; disminuyendo esta, conforme H bajo 11 concentración con el ILKSe; 

diamlnuyó 11 proliferación h11ta llegar a 11 pjfdidl de dicha actividad en 11 

dilución 1 :256 con 2711 cpm. En el testigo negativo SIS (sin sobrenldlnte) H 

contaron 3, 238cpm.(Figur14) 

Mediante el anlilisis estadístico, H observó un• c;orrelación negativa 

significativa ( r= ; P< 0.05, r= 0.64 ) indicando qua, a medida que 11 dilución del 

IObranldante SelLK eumenta, la proliferación de blHtos de pollo disminuye. 

(Figura 1). 

En la figura 2 se demostró que la actividad biológica de ILKSg se 

consideró casi nula, ya que presenta una incorporación de timidina de 3, 362 cpm 

en la dilución 1 :2 como punto méximo, siendo similar al resultado obtenido del 

testigo negativo SIS (sin sobrenadante) con 3, 108 cpm . (Figura 4) 

DI MILUJtA D& UP&CI& D& LA ACTMDAD D& IL-31 

La barrera especie de la IL-2 de pollo, se observó cuando el 

aobrenadante ILKSe se empleó para mantener proliferando la línea celular de 

ratón CTLL-2, como podemos observar en la Figura 3, no se presentó 

incorporación de timidina en este caso ya que sus cuentas oscilan entre 60 y 120 

cpm. Por que se puede pensar que al no existir un factor de proliferación que 

estimulara a las células, estas murieron. De manera semejante, la IL-2r de ratón 

(Sobrenadante de C63) no indujo proliferación en los blastos de pollo, 

consiguiendo sólo 2, 643 cpm (Figura 4), podemos demostrar que la falta de 
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proliferación de CTLL2 no .. debió a un problema ttcnico, pu<1s dicha linea 

celular proliferó eficientemente Qó8l1do .. cultivó con IL-2r (Sn de C63) con una 

incorporación de timidina de 63 691cpm Figura 5. 

La actividad de INFy en ILKSe e ILKSg fué detectada indirectamente 

por el aumento en la expresión de molK&lla• de claM 1 y claM 11 del CPH. En la 

Figura 6, M muestran 101 efectos de la inducción de moléculH cl818 1, en (A) por 

efecto de ILKSe, presentendo un punto !Mximo de expresión a las 72 hra , con un 

aumento de 41.29 veces el valor basal 12.03 (repreMntedo por la intensidad de 

nourescencia emitida). Este actividad decreció paulatinamente, hule les 120 h, 

sin llegar a Ja p6rdid8 de le función, ya que todavía fué 12. 71 veces el valor 

inicial. El efecto producido por ILKSg (8). se comportó de manera similar al 

anterior con una máxima expresión también a las 72 h, y decayó sin llegar al valor 

basal a 181 120 hrs. Se utilizó como testigo positivo, un cultivo mixto MCUndario 

(CMS); ya que M ha descrito con anterioridad que, cultivos celulares estimulados 

alogénicamente liberan grandes canlidades de INFy. En este caso, también se 

obMrvó un pico máximo de expresión a las 72 hrs, pero en este caso en todos los 

tiempos de incubación se obaervó un efecto de concentración. 

Mediante el análisis estedlstico se detectaron diferencias 

estadlsticamente significativas (P<0.05). Ver tabla l. 

Al verificar el aumento de molécules clase 11 (Figura7). los tres 

tratamientos mostraron su máxima expresión de manera contraria a lo demostrado 

anteriormente, e las 48 h, aumentando el valor ba111 (16.56) hasta 61.83 veces, e 

igualmente este disminuyó al aumentar al tiempo da incubación. Se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en los (ILKSe, ILKSg ) y sus 



concentraclonu de 10% y 20%. (P<0.05), a1I como un efecto dosi1 respuesta en 

la expresión de molkula1 e1 ... 1 y 11 del CPH con CMS. Ver tabla 2. 
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Figura 6. ACTIVIDAD DE INTERFERON-GAMA EN ILKS. E ILKSg. 
Una de las actividades de lnterteron-gamma fué detectada por la inducción en la expresion 
de moléculas ciase 1 del CPH de pollo. 

Las barras con puntos representan la concentración al 10% de ILKSe e ILKSg; y las barrras con rombos 
la concentración al 20%. 
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Flgur• 7. ACTIVIDAD DE INTERFERON-GAllA EN ILKS. E ILKSg. 

Se midió la inducción en la expresión de moléculas clase JI del CPH de pollos, para detectar Ja 
la presencia de interteron-gama. 
Las bil!ls con pu!tls llplall2! l.KSe e lKSg 111COllCllll!Kiónal10\, y li 20 % en la bmas con 
rombos 



OIDUCCIOR H •OLSCULAll H CLAllS 111:11 UPUllOCITOll DS POLI.O POR USCTO D& D.1E8e .,......._ 
Valm 8ual 12.03 ± 0.05 1 

TRATAlll&llTO 24 ... 72 120Hn 

U.U.10% 504.31±0.32 A 408.21 ± 0.26 D 498.82 ±0.118 152.96±0.19" 

U.U.ao'!W 373.83 ± 0.18 t: 358.33 ± 0.40 F 427.04±2.63 e 126.94 ±0.09 B 

IJ.Klli lO'Yo 333.02 ± 0.05 D 303.28±0.38 F .. 413.65±0.358 145.48±0.60 H .• ,, 
~ "" 

IJ.Klli20% 351.82±0.21 e 320.40±0.73 E 465.42±0.45 A 179.47 ±0.53 G 

CD lO'Yo 321.19±0.40 F 443.05± 0.07 E 414.93±0.11 e 181.97 ± 0.08 H 

CMB20% 373.26 ± 0.48 D 454.34±0.41 B 586.67± 0.53 A 317.58±0.35 G 

Tabla 1 . Promedio y desviación estándar de los valores de ILKSe e ILKSg. Tratmmentos con diferente literal, muesuan difercncia 
estadísticamente significativas. P< 0.05. 
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DIDUCCIOR DS •oUCULAS DS CLAS Da Slll'LUOCIT08 DS POLLO'°ª sncTO .. 
O.DeTO.Klll. 

v.i. ..... 116.56±0.06 1 

TRAT.uuarto 24 ... 72 120Rn 

S.U.K 10% 208.86±0.86 G 899.00± 1.03 B 487.36 ± 6.82 D 312.96±0.19 f 

BeJLK20% 205.05±0.73 G 906.40± 1.62 A 523.96 ± 0.01 e 349.43± 1.04 E 

S¡ILK 10% 180.00±035,,~- , 1 ._:r~~-~~~2~ü.~,<· . 4i5.3S t 0.62 D 188.71 ±0.32 E 

.... 

~20% 189.25 ± 0.52 E 709.95 ± 0.92A 477.26±0.28 e 177.61±0.63 G 

CllS 10%. 267.03 ± 0.35 F 948.00 ± 0.15 B 586.67 ± 0.53 D 101.48± 0.61 H 

Cll82'Wo 286.25 ± 0.28 D 1024±0.53 A 609.36 ± o.95 e 241.22±0.52G 

T•bl• 11. Promedio y desviación estándar de los valores de ILKSc e ILKSg. Tratamientos con diferente literal, lllUC5lrlln diferencias 
estadisticamente significativas. (P< O.OS). 
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Un• Opción 1>81'• contrllrl'91t81' •I problttmll de I• 1almonelo1i1 en 

•vN •xplot.ia c:omerci1lment1 11 11 manipulación apropi8d8 del 1i1tem• 

inmunocompetente (2). Al respecto, un.1 poaibilid8d puede Hr I• utiliución di 

interl11ucin.1s; IH cu•le1 actu•n como mediadorea solublea de I• r11apue118 

inmune especifica e ineapeclfica, por lo que han 1ido utiliadu en tramientoa 

par• algunas enfermedades de humanos y ratones, demostrando eficacia 

(2,4,10). 

En trabajos anteriorea 11 demueatra que el efecto del extracto crudo 

obtenido de linfocitos T: ILKSg • ILKSe, al ser ac:tmini1trldo en 1vea, y 

posteriormente dasafiac:tas con Salmonella gallinarum y Salmonel/a enterilidis, 

disminuyó significativamente en mortalidad y en invasión de órganos por la 

bacteria. En este trabajó se domostró I• presencia de la IL-2 e INFy en ILKS11 e 

ILKSg. La IL-2 de acuerdo con lo reportado con Myers y col. (1992) po- un 

efecto de proliferación en linfoblasto1 de pollo, al igual que lo reportado en 

mamEferos. Al existir esta interleucina en el sobrenadante nos indica que pudiera 

ser la principal interfeucina que produce la proliferación de células T en I• 

respuesta inmune contra Salmonella. Sugiriendo que 11 protección biológica 

observada, podrEa deberse a la preaencia de estas interleucinas. 

En particualr la presencia de INFy en ILKSe e ILKSg es de gran 

importancia; ya que ae ha demostrado en ratone• y humano1, que es el actlvac:tor 

rruis importante de macrófagos, induciendo la sfntesis de enzimas que van mediar 

el eatallido respiratorio permitiendo a estos fagocitos profeaionalea elimin81' • los 

microorganismos fagocitados. Por lo anterior se postula que en pollos pudiera 

inducir el mismo efecto. Desde que se describieron por primera vez los INFs en 

pollo (lsaacs and Lindenmann, 1957); se ha obtenido información muy limitad8 de 

estos, hasta 1994 Kaspers y col. demostraron la presencia de una molécula con 

funciones similares a las descritas por los INFy murino y humano; como es, 



inducir la exprealón de moltcula• elaH 11 del CPH en mlCl'ófagos, e1timulando la 

tranacrlpción dll gene. De .cuerdo con lo dacrlto por Kupers y col., el eumento 

en la 1xpn11ión de moltcula1 elaH 11 tiene un pico de eJCPresión a la 48 h 

de~ de la ICtlvlCión, lo cuil concordó con los resultados obtenidol en 11t• 

trllbljo. En lo referente al aumento en la e1CPr91ión de moltcul11 elaH 1 por efecto 

de INFy en pollo1, H demostró que despu6s de la activación llega a au máxima 

1xpr11ión a 111 72 h . 

Un hallazgo importante fu6 la presencia de moléculas claH 1 y elaH 

11 en linfoeito1 T de pollo; ya que auguiere que 11 preHntación de antigeno, 

pudiera ll8Vlrl8 a Clbo via CD4 y coe. Al mismo tiwempo los mlCl'ófagos 

1Ctivado1 secretarían IL-12. lnterleucina directamente Involucrada en la inducción 

de una re1pue1t1 de linfocito• Th1, los cual•• aon 101 responllbles de la 

secreción de IL-2 e INFy, traducida a una respuesta inmune celular. 

Lo• efecto1 de la IL-2 e INFy detectado• en este trabajo 1ugieren 

que la re1pu11ta inmune de 111 aves se desarrolla de manera similar a los 

mamiferos, con alguna• caracterislicas propias de especie. 

Estudios para purificar e identificar los genes de 111 linfocin11 

efector11 en pollos, 111 como sus efectos protectores se encuentran en progreso. 
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./ Se detectó I• presencia a IL-2 en S.ILK, demoatrno que pl'OIMlblemente 

presenta la milflla actividad biológica que en mamlferos, es decir; como factor de 

proliferación de linfocitos T . 

./ Se detectó la presencia de INFy, en SelLK y SglLK a través de del mismo 

efecto biológico ya observado y descrito en mamiferos, es dectir; incrementa la 

expresión de moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad . 

./ Se confirmó la barrera de especie entre mamíferos y aves por la actividad de 

estas dos interleuclnas . 

./Se detectó la presencia de mol6culas de clase 1y11 del Complejo Principal de 

Hi1tocompatibilidad en linfocito• T activado•. 
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Alogfnlca. Varlacl6n genética entre e1P9Cie. 

pz- mlcroglobulh111. Polipéptido que constituye parle de algunaa proteínas de 
memebrana de las molécula• de clase 1 del CPH. 

Cltoclnu. Nombre genérico de moléculas aolubles, las cuales median 
lnteracclone1 entre laa célula1. 

COncanavallna A. Agente mit6geno de células T. 

Complejo Principal de Hlatocompallbllldad. Región genética, cuyos productos 
aon principalmente responsables del rápido rechazo a injertos entre individuos y 
también funciona emitiendo sellalea entre los linfocltos y las células 
presentadoras de antlgeno. 

Fagoc:ltoale. Proceso por el cuál las células engolfan material, engolfándolo 
dentro de una vacuola (fagosoma) en el citoplasma. 

lntarf.ronn. Grupo de mediadores, que aumenta la resistrencia de las célulaa a 
infecciones virales, y actuan como citocina. INFy es también un importante 
mediador inmunológico. 

lntartauclnn. Grupo de moléculas involucradas en la sellalización entre laa 
células del sistema Inmune. 

Mlll"Cadoral CD. Moléculas de superficie de leucocitos y plaquetaa que son 
identificadas con anticuerpos monoclonales, utilizados para diferenciar 
poblaciones celulares. 

Mlt6gano. Sustancia que actua en las células, particularmente en los linfocitos, 
desencadenando división celular. 

NK ( natural klllar). Grupo de linfocitos que poseen la habilidad intrínseca de 
reconocer y destruir algunas células infectadas viralmente o células tumorales. 

Llnfoc:lnaa. Nombre genérico de moléculas involucradas en la sel\alización entre 
células del sistema inmune y son producidas por los linfocitos. 

TH1. Población de linfocitos con determinado patron de liberación de ciloclnas. 
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