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RESUMEN 

URIBE LÓPEZ STEPHANIE. Inducción de la expresión de citocinas por el 
Factor de Transferencia Aviar en células mononucleares de sangre periférica 
en gallinas domésticas. (Bajo la dirección de: Dra. Cobos Marín Laura y  M. en 
C. Navarro Hernández Jaime Alonso) 
 
El objetivo fue valorar el empleo del Factor de Transferencia Aviar (FTA) como 

un inmunoestimulante; para ello se determinó la expresión de 2 citocinas que 

promueven la respuesta inmune celular: Interferón gama (IFNγ) e Interleucina 2 

(IL 2). La primera parte consistió en la estandarización del cultivo de células 

mononucleares de sangre periférica de gallinas domésticas (CMSP), los 

mitógenos a utilizar, horas de extracción del RNA mensajero (RNAm) y las 

condiciones idóneas para la técnica de RT-PCR para ambas citocinas; la 

segunda parte fue la valoración in vitro de diferentes dosis de FTA, utilizando  

CMSP cultivados en placas de 24 pozos a una concentración de 3 x 106 células 

en 1 ml de medio AIMV, se utilizó PMA con Ionomicina (0.025 µg/1 µg) como 

mitógeno y las siguientes concentraciones de FTA: 7.3 µg, 0.73 µg y 0.073 µg; 

a los cultivos se les extrajo el RNAm a las 3h, 6h y 9h. Se realizó la técnica de 

RT-PCR para determinar la expresión de IL 2 e IFNγ; los resultados del ensayo 

in vitro fueron evaluados con un análisis de varianza, encontrándose que la 

máxima expresión de IFNγ ocurrió en las concentraciones de 7.3 µg y 0.73 µg 

de FTA a las 3 y las 6 h respecto a las 9 h (F=14.748; P=0.0014). La expresión 

de IL 2 no fue significativamente distinta entre las concentraciones 7.3 µg, 0.73 

µg y 0.073 µg en ningún momento de observación (F=0.5387; P=0.7086).  

Palabras clave: Factor de Transferencia, Interleucina 2, Interferón gama. 
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INTRODUCCIÓN 

Inmunidad 

 

El sistema inmune está formado por una compleja red de células y 

moléculas capaces de detectar y eliminar eficientemente, microorganismos 

extraños y células propias que hayan sufrido alguna alteración.  Este sistema 

puede estudiarse en dos grandes rubros: la respuesta inmune innata o 

inespecífica y la respuesta inmune adquirida o específica. 

 

 La respuesta inmune innata, desde el punto de vista evolutivo es la más 

antigua y algunos de sus elementos pueden encontrarse en todos los 

organismos multicelulares. Ésta es la primera línea de defensa del organismo y 

consta de barreras mecánicas (como piel y mucosas), barreras químicas 

(como: lisozima, defensinas, complemento, proteínas de fase aguda, citocinas 

y quimiocinas) y barreras celulares, formadas por neutrófilos (heterófilos en 

aves), macrófagos y células asesinas naturales o NK (natural killer). (Tizard I, 

2000) (Abbas AK, 2004) 

 

 La respuesta inmune adquirida apareció hace unos 400 millones de años y se 

encuentra únicamente en vertebrados: peces, anfibios, reptiles, aves y 

mamíferos. Tiene cuatro características: la primera es ser inducible, ya que 

necesita la presencia de un agente extraño (antígeno) para generar una 

respuesta; la segunda es ser específica, un individuo inmunizado con un 

antígeno especifico, presenta inmunidad exclusivamente hacia dicho antígeno 
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al reconocer estructuras muy particulares de éste, llamados epitopos; la tercera 

característica es la memoria a un antígeno ya conocido, debido a que la 

segunda exposición ocasionará una respuesta más rápida y vigorosa; por 

último, la respuesta inmune adquirida puede ser transferible de un sujeto 

inmune a otro sujeto que no es inmune, ya sea por medio de un suero que 

contenga anticuerpos, por linfocitos T sensibilizados o por extractos celulares 

como el Factor de Transferencia. (Zavaleta LA, 2002). 

 

La respuesta inmune adquirida tiene dos mecanismos llamados: Inmunidad 

humoral e inmunidad celular y ambas trabajan para responder ante los 

antígenos. Dentro de los componentes que la forman están los linfocitos B, T 

helper o cooperadores (Th), y linfocitos citotóxicos (LTc), citocinas y 

anticuerpos, así como los órganos linfoides primarios y secundarios.  

 

Los órganos linfoides primarios: médula ósea, timo y bolsa de Fabricio (en 

aves) se encargan de producir o madurar a los linfocitos, mientras que los 

secundarios: bazo, tejido linfoide asociado a mucosas y ganglios linfáticos (en 

mamíferos) son los que almacenan a los linfocitos para iniciar una respuesta 

ante un antígeno. Tanto los linfocitos T como los B proceden de un precursor 

común existente en la médula ósea. Los linfocitos pre-B en aves migran a la 

bolsa de Fabricio (localizada dorsalmente a la cloaca), donde se maduran en 

linfocitos B; por su parte los precursores de los linfocitos T maduran en el Timo, 

localizado a lo largo y a ambos lados del cuello del ave, después migran a los 

órganos linfoides secundarios como el bazo, tonsilas cecales y la glándula 

Harderiana (membrana parpadeante paraocular) (Pastoret PP, 1998).  
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Los linfocitos T reconocen el antígeno mediante el receptor T (TCR), cuando 

éste es degradado y procesado en el interior de las células presentadoras de 

antígeno (CPA) y su determinantes antigénicos son expuestos en la superficie 

por una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Las MHC 

son glucoproteínas presentes en las membranas celulares, éstas pueden ser 

de dos tipos: clase I y clase II; las clase I se encuentran en todas las células 

nucleadas, mientras que las clase II están exclusivamente en las CPA. Estas 

moléculas tienen la función de presentar el antígeno a los linfocitos T, así como 

participar en el proceso de maduración de los linfocitos en el timo. Los linfocitos 

B reconocen a los antígenos en su forma nativa, es decir sin necesidad de que 

sean procesados. (Tizard I, 2000) 

 

Los linfocitos Th CD4+ se activan cuando, a través de su receptor, reconocen 

determinantes antigénicos de los microorganismos, procesados por vía 

exógena y acoplados a moléculas de histocompatibilidad clase II (MHC II) en la 

membrana de la célula presentadora de antígeno. La función de los linfocitos 

Th es la secreción de diversas proteínas denominadas genéricamente 

citocinas, que median y regulan las reacciones inmunitarias e inflamatorias. (Erf 

GF, 2004).  

 

Los LTh pueden dividirse en dos tipos con base en las citocinas que producen 

y, por consiguiente, según las principales funciones que promueven. El LTh 1 

genera Interleucina 2, Factor de necrosis tumoral-β (TNF-β) e Interferón γ  las 

cuales se desarrollan preferentemente con la presencia de patógenos 
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intracelulares; activan macrófagos y son responsables de la inmunidad celular 

mediada por células. (Abbas AK, 2004) 

 

El LTh 2 produce Interleucina 4, Interleucina 5 e Interleucina 10, las cuales son 

responsables de una respuesta mediada por anticuerpos e inhiben muchas de 

las funciones del macrófago; este tipo de respuesta predomina durante la 

presencia de patógenos extracelulares y alergenos. Ambas subpoblaciones 

secretan factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM- 

CSF). Estas son sólo algunas de las muchas citocinas producidas por las 

células del sistema inmunitario. (Abbas AK, 2004) 

 

La inmunidad humoral se caracteriza por la producción de anticuerpos o 

inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B, con la cooperación de los LTh2; 

esta respuesta es efectiva contra patógenos extracelulares y sus productos, ya 

que la inmunoglobulina puede unirse a sus estructuras y controlar la infección a 

través de diversos mecanismos, como la neutralización, la opsonización, la 

activación del complemento, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 

o favoreciendo la liberación de histamina en la células cebadas, según el tipo 

de inmunoglobulina que esté participando. Estas inmunoglobulinas se clasifican 

como IgM, IgG (IgY en aves), IgA (Sharmas MJ, 1991) e IgE (en mamíferos). 

 

La respuesta inmune celular (RIC) tiene una función importante contra la 

aparición y desarrollo de células tumorales, microorganismos como los virus, 

ciertas bacterias y algunos parásitos que sobreviven dentro de las células; la 
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RIC puede ocasionar la lisis de las células infectadas o la destrucción 

intracelular del microorganismo.  

 

La RIC está mediada principalmente por linfocitos T citotóxicos (LTc) y 

linfocitos (LTh1). Los linfocitos Tc CD8+ se activan cuando reconocen epítopos 

procesados por vía endógena, acoplados a las moléculas de 

histocompatibilidad tipo I (MHC I) en la membrana de células blanco; las cuales 

son generalmente células infectadas por microorganismos (virus) o células 

malignas (Rojas EO, 2001) y su mecanismo de acción es destruirlas mediante 

apoptosis. 

 

Citocinas 

 

Las citocinas son moléculas activas, liberadas por células específicas que 

despiertan una respuesta particular de otras células sobre las que actúan. Las 

citocinas tienen efectos múltiples por sí mismas que varían entre diferentes 

células blanco. También hay interacciones complejas entre diversas citocinas 

que dependen de las moléculas actuantes y el estado de diferenciación de las 

células que responden. (Tizard I, 2000) 

 

Las principales funciones de las citocinas son: activación, proliferación y 

diferenciación de linfocitos, hematopoyesis y la movilización de leucocitos hacia 

los sitios de infección o lesión tisular en la inflamación. En las aves suceden 

estas funciones aún cuando los mecanismos por los que se realizan no están 
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claros. Se han utilizado diferentes citocinas de aves como estimulantes de una 

respuesta inflamatoria en pollos jóvenes, teniendo como resultado una 

resistencia a infecciones por algunos géneros de microorganismos 

intracelulares (Kogut et al, 1996). 

 

En el caso de las citocinas aviares, la identificación se ha basado 

principalmente en la detección de actividades biológicas y funcionales, 

empleando ensayos in vitro y en la comparación de éstas con sus equivalentes 

en mamíferos (Lillehoj L, 1991; Lillehoj L, 2001). En  las aves han sido 

caracterizadas a nivel molecular las siguientes citocinas: Interferón tipo I 

(Seckeilick MJ, 1994) y II (IFNγ) (Kaiser P, 1998), Factor de crecimiento 

mielomonocítico (MGF) (Sterneck E ,1992), Factor transformante del 

crecimiento- β (TGF-β) (Jakowlew SB, 1992), Interleucina I- β (IL1- β ) (Weining 

KC, 1998), Interleucina 2 (IL 2) (Kaiser P, 1992), Interleucina 4 (IL 4) (Avery S, 

2004), Interleucina-6 (IL 6), Interleucina 8 (IL 8) (Barker KA, 1993), Interleucina 

10 (IL 10) (Rothwell L, 2004), Interleucina 12 (IL 12) (Dagen WB, 2002), 

Interleucina 15 (Lillehoj L, 2001) e Interleucina 18 ( IL 18) (Kaiser P, 2003; 

Gobel TW, 2003).   

 

El IFNγ en condiciones naturales es sintetizado y segregado como respuesta a 

una infección viral, bacteriana o parasitaria, siendo de gran importancia en 

infecciones con virus ARN de doble cadena. El peso de esta glucoproteina se 

encuentra entre 15 y 35 KDa (Gandhi et al, 1970), tiene función 

inmunorreguladora, activa macrófagos e incrementa su capacidad para 
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producir metabolitos reactivos intermediarios del oxígeno (Ovington et al, 

1995). 

 

Otra citocina importante en la respuesta celular es la IL 2; ésta tiene como 

función la expansión clonal de los linfocitos T tras el reconocimiento antigénico; 

también interviene en la proliferación de células NK y linfocitos B. La 

producción de IL 2 es transitoria con una secreción máxima alrededor de 8-12 

horas después de la activación, tiene un peso aproximado de 14-17 KDa en 

mamíferos y en aves de 15.5 KDa ( Abbas AK 2004; Sharmas MJ, 1991). 

 

Factor de Transferencia       

 

En 1942 Landstainer y Chase citaron por primera vez la transferencia de la 

respuesta inmune celular (RIC) por parte de un donador inmune a uno no 

inmune, utilizando para ello células de exudado peritoneal de cobayos 

sensibilizados a tuberculina o cloruro de picrilo, dando como resultado que las 

células de los animales sensibilizados eran transferidas a los receptores no 

sensibilizados y estos adquirían la capacidad de expresar la RIC de los 

donadores (Landstainer K & Chase 1942). 

 

En 1949 Lawrence demostró que la RIC era transferible en humanos al utilizar 

linfocitos viables intactos de un individuo normal con una intradermorreacción 

(i.d.) positiva a la tuberculina e inyectarlos a un individuo con una i.d. negativa a 

la tuberculina, provocando que este último presentara una respuesta i.d. 
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positiva al mismo antígeno (Lawrence HS, 1949). En 1955 Lawrence y col. 

demostraron que la hipersensibilidad cutánea tardía podía ser transferida 

utilizando extractos solubles de leucocitos provenientes de 20 ml de sangre 

total; al componente activo de estos extractos celulares se le llamó “factor de 

transferencia” (FT). 

 

En 1955 se dio a conocer que el FT podía pasar a través de una membrana de 

diálisis con un corte molecular menor a 20 KDa sin perder su capacidad 

biológica, esto eliminaba la posibilidad de que el efecto fuese causado por 

anticuerpos (Lawrence HS, 1955). Lawrence creyó que estos dializados 

contenían sólo una especie molecular, hoy  se sabe que en realidad son un 

conjunto de moléculas llamadas extractos dializables leucocitarios o DLE 

(Dialyzable Leukocyte Extracts). Los DLEs son lábiles al calor, pero muy 

estables al frío y pueden almacenarse por varios años a temperaturas entre -

20ºC y -70ºC (Estrada-Parra S, 1983). En 1983 Wilson y Fudenberg 

demostraron que el FT producía dos efectos: uno antígeno dependiente y otro 

antígeno independiente, proponiendo que este último era inespecífico y 

mediado por componentes como: prostaglandinas, nicotinamida, ácido 

ascórbico, histamina, serotonina, factores de diferenciación de linfocitos 

(timosina), quimioatrayentes para monocitos y factores inmovilizadores de 

neutrófilos (Wilson GB, 1983). 

 

Borvak y Mayer, demostraron que el FT contenía aminoácidos como: lisina, 

serina, glicina y ácido glutámico (Borvak J and Mayer V 1990). 
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El mecanismo por el cual el FT ejerce su efecto biológico no ha sido 

completamente establecido, los primeros estudios en humanos demostraron 

que inhibe la migración de macrófagos de una manera antígeno específica 

(Wilson GB, 1981), transfiere la RIC (Spitler LE, 1972) , aumenta la proliferación 

y actividad de linfocitos T (Kirkpatrick CH, 1972), induce la producción de 

citocinas en respuesta a antígenos específicos y aumenta la resistencia a 

infecciones en inmunodeficiencias de carácter genético (Levin AS, 1975); 

estudios más recientes en ratones han demostrado que el FT induce la 

producción de citocinas como la IL2 y el IFNγ (Alvarez-Thull L & Kirkpatrick CH, 

1996; Fabre RA, 2004; Calzada NG, 2000). Diversos estudios han demostrado 

que el FT puede tener interespecificidad, por ejemplo el FT bovino se ha 

utilizado para transferencia de inmunidad en aves (Wilson GB, 1988) y el FT 

porcino se ha aplicado a un modelo de resistencia a Listeria en ratón 

(Karhumaki, 1998). El FT ha sido ampliamente utilizado en humanos en la 

protección y el control de enfermedades infecciosas virales (Padierna L, 1985; 

Pizza G, 1996; Steele RW, 1980), micobacterianas (Bullock WE 1972; Estrada-

Parra S, 1983; Fabre RA, 2004) y parasitarias (Delgado O, 1981). En medicina 

veterinaria el FT ha sido utilizado en la prevención de algunas enfermedades 

en suinos (Calzada NG, 2000; Rojas BS, 1987; Torres MH, 1994), aves (Wilson 

GB 1988; Klesius PH, 1984) y bovinos (Mateos RA, 1992). 

 

Un compromiso del médico veterinario es garantizar que el sector agropecuario 

sea una industria eficiente y productiva, capaz de satisfacer las demandas 

alimenticias del país. Dentro de los rubros que resultan importantes en las 

explotaciones pecuarias, está el uso de vacunas que permitan una adecuada 
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prevención de las enfermedades infecciosas y con ello reducir pérdidas 

económicas por la eliminación de animales durante su ciclo productivo. El 

empleo de inmunomoduladores que mejoren la respuesta inmune en la 

vacunación ha sido abordado desde diferentes enfoques, uno de ellos es el uso 

de citocinas que estimulen la activación de linfocitos para modular la RIC 

(Kogut M, 2002; Min W, 2001; Rabinovich NR, 1994), particularmente el IFNγ 

se ha aplicado en la vacunación contra algunos agentes intracelulares (Kogut 

M, 2002; Yilma T, 1989); sin embargo, el costo y la disponibilidad de citocinas 

comerciales hacen difícil su utilización, por lo que se puede emplear al FT 

como un inmunomodulador. 

 

Técnica de Transcripción Reversa-Reacción en cadena de la 

Polimerasa (RT-PCR) 

  

La técnica se inicia con la transcripción del ARNm en ADN complementario 

(ADNc), esto se realiza mediante una enzima llamada transcriptasa reversa,  

que sintetiza el ADNc en dirección 5’ a 3’ después de que el oligo de T se 

alinea en su secuencia complementaria (poli A). Una vez formado el ADN de 

doble cadena, se desnaturaliza a alta temperatura, generalmente a 94°C, 

posteriormente con la enzima ADN polimerasa termoestable obtenida de la 

bacteria Thermus aquaticus (Taq polimerasa) se generan copias del fragmento 

específico de acuerdo a los iniciadores diseñados, con base en la secuencia de 

las citocinas. Esta reacción se repite por varios ciclos, generando copias del 
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fragmento específico; el fragmento amplificado se visualiza mediante una 

separación electroforética en un gel de agarosa. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

En el presente trabajo se propone el empleo del Factor de Transferencia 

Aviar (FTA) como un inmunomodulador. Debido a que aun no se conocen 

ciertos aspectos inmunológicos cruciales del FTA, que son necesarios para 

comprender su mecanismo de acción y determinar sus efectos en la reacción 

inmunitaria, es necesario evaluar la expresión de dos citocinas importantes en 

la respuesta inmune celular, empleando células mononucleares obtenidas de 

gallinas domésticas. 

 

HIPÓTESIS 

 

El Factor de Transferencia Aviar inducirá la expresión de IFNγ e IL 2 en 

cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de gallinas 

domésticas. 

 

OBJETIVO 

 

Determinar, mediante la técnica de RT-PCR, si el FTA induce la 

expresión del RNAm del IFNγ e IL 2, en células mononucleares de sangre 

periférica de gallinas domésticas; para establecer su posible papel como 

inmunomodulador. 
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Objetivos Particulares 

 

1. Establecer las condiciones óptimas de la técnica de RT-PCR mediante el 

empleo de RNAm de CMSP de gallinas domésticas, para determinar la 

expresión del RNAm de IFNγ  e IL 2. 

 

2. Determinar con la técnica de RT-PCR, la expresión del RNAm de IFNγ e IL2, 

en CMSP de gallinas domésticas estimuladas in vitro con tres diferentes 

mitógenos (Ionomicina, PMA y  Concavalina-A), para establecer cuál 

emplear como testigo positivo de ambas citocinas en el ensayo de inducción 

de citocinas de CMSP estimuladas con FTA.  

 

3. Determinar, mediante una cinética, la expresión del RNAm para IFNγ e IL2 

obtenido de CMSP de gallinas domésticas, estimuladas in vitro con tres 

diferentes dosis de FTA. 

 

4. Determinar, mediante la cuantificación de las densidades ópticas de los 

productos de PCR, la dosis de FTA capaz de inducir la expresión del RNAm 

para IFNγ e IL2 en CMSP de gallinas domésticas. 

 

 

 

 

 



 - 15 -

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 El trabajo se realizó en dos etapas: en la primera se hizo la obtención y 

cultivo de CMSP, estandarización de la técnica RT-PCR, selección del control 

positivo de mitógeno y determinación del tiempo de extracción para la 

estimulación con FTA. En la segunda etapa se midió la expresión de citocinas 

de CMSP estimuladas con FTA. 

 

Para el estudio las gallinas fueron seleccionadas por muestreo sistemático, a 

partir de una población de gallinas alojadas en jaulas con dos o tres aves en 

cada una, siguiendo un orden de selección de acuerdo con el arreglo de las 

jaulas en la granja. Las gallinas designadas como elegibles por el muestreo 

quedaron incluidas en la muestra definitiva si eran de primer ciclo de postura, 

tenían un peso corporal de 2 ± 0.05 kg, no  mostraban ningún signo o patología 

a la inspección clínica, ni habían recibido tratamiento alguno por lo menos una 

semana previa a su selección.   

 

La muestra definitiva estuvo formada por 3 gallinas de una población “Bovans 

White” del Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en Producción 

Avícola de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Debido a que 

proceden de una línea genética, se considera que sus características genéticas 

y morfo-fisiológicas son homogéneos y no muestran variaciones, además que 

son suficientes para obtener las muestras de sangre necesarias para el ensayo 

que se realizó. 
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Las aves seleccionadas fueron alojadas en el Animalario del Departamento de 

Microbiología e Inmunología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

de la UNAM, sitio en el que permanecieron diez días como periodo de 

adaptación antes del inicio de la toma de muestras. 

 

Las gallinas fueron mantenidas en una jaula de alambre de 90 x 41 x 65 cm; 

como dieta cada una recibió diariamente 160 gramos de alimento comercial 

balanceado1, que se colocó en un comedero de lámina de 50 x 10 x 6 cm y 

agua potable para bebida a libre acceso. Las condiciones de alojamiento fueron 

controladas para mantener la temperatura ambiental en 18.5°C ±1°C, humedad 

relativa 45.5%, ventilación continua, por medio de 2 extractores y se 

proporcionó un ciclo de iluminación 12 h: 12 h (L: O) por medio de 2 lámparas 

de luz blanca de 38 watts cada una. 

 

Primera etapa: obtención y cultivo de CMSP, estandarización de la técnica RT-

PCR, selección del control positivo de mitógeno y determinación del tiempo de  

extracción del RNAm para el ensayo con FTA, como se describe en la Figura 1. 

 

 

 

Toma de 
muestra 

Obtención de 
células 

mononucleares de 
sangre periférica 

Estimulación 
con 

Mitógenos 

Obtención de 
RNAm y 

estandarización 
RT-PCR 

 

 

 

Figura 1. Diagrama de flujo para la primera etapa del experimento 

Determinación del tiempo óptimo 
para observar la  expresión de 

ambas citocinas 

                                                 
1  Layin Purina® 
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Segunda etapa: Inducción de la expresión de citocinas de CMSP con FTA,  

(Figura 2). 

 

Toma de 
muestra 

 Obtención de 
células 

monocucleares

Estimulación  
con FT

Obtención de 
RNAm y RT-

PCR 
 

 

Determinación de 
la cinética de 
expresión de 

ambas citocinas 

 
Análisis de 
resultados 

 

Figura 2. Diagrama de flujo de la segunda etapa del experimento 

 

Etapa de estandarización de las técnicas 

Obtención y cultivo de CMSP 

 

Se obtuvieron 10 ml de sangre de gallina a partir de la vena radial siguiendo la 

técnica descrita en el manual de UFAW (Poole BT, 1987), utilizando una jeringa 

S-Monovet® con anticoagulante (1.2-2 mg de EDTA). A partir de la muestra de 

sangre, se realizó el siguiente procedimiento: 

 

 Las células fueron separadas en un gradiente de densidad 1.077 

+ 0.001 g/ml marca Lymphoprep®3 de la siguiente manera: la 

sangre obtenida se diluyó 1:2 con solución salina isotónica de 

NaCl al 0.85% y ésta a su vez se agregó sobre la pared de un 

tubo cónico estéril con 8.5 ml de Lymphoprep®.  

 Posteriormente se estratificó centrifugando a 800 G durante 25 

min a 4°C. 
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 Una vez formadas las fases, se obtuvieron las células 

mononucleares localizadas en la interfase superior formada entre 

los glóbulos rojos y el plasma y se transfirieron a otro tubo estéril. 

 El paquete celular se lavó con AIMV2. 

 Se centrifugó a 250 G durante 10 minutos y se resuspendió en 

1ml del mismo medio, para su posterior cuenta en azul tripano al 

0.016% utilizando una cámara de Neubauer. 

 

Las CMSP se cultivaron en una placa de cultivo de 24 pozos (4 series de 6 

pozos). Para la estandarización de la prueba se usaron concentraciones de 1x 

106, 2 x 106, 3 x 106  y  4 x 106 células en 1.0 ml de los diferentes medios 

utilizados. Posteriormente se estandarizaron las condiciones para la 

amplificación del gen constitutivo (β-actina), empleando la técnica de RT-PCR. 

Para la estandarización de la PCR para la amplificación del DNAc de IFNγ e IL 

2 se realizaron diferentes ensayos con distintas concentraciones de mitógenos: 

PMA (acetato-formol-miristato) 0.025μg, 0.25μg, 1μg y 2μg; PMA con 

Ionomicina 0.025 μg/μl-1 μg/μl, Concanavalina-A 5μg, 10μg y 20μg, así como 

un testigo sin mitógeno. Las células se lisaron con el producto comercial 

Trizol® a diferentes tiempos: 3h, 6h, 9h, 18h, 24h y 48h, para extraer el RNAm 

correspondiente. 

 

 

 

                                                 
2 Contiene L-glutamina, sulfato de estreptomicina 50μg/ml y sulfato de gentamicina       
10μg/ml. Número de Catalogo 31035025. GIBCO™ 
3           Sigma, St. Lois Missouri, MO, USA. 



 - 19 -

Obtención de RNAm y RT-PCR 

 

La extracción del RNAm de cada uno de los cultivos estimulados, se hizo de 

acuerdo al protocolo del producto comercial Trizol®4, con el siguiente 

procedimiento: 

 

 Recolectar las células con el medio de cada pozo y centrifugarlas 

0.8 G a 4°C durante 10 minutos. Decantar el medio y conservar el 

botón de células 

  Resuspender las células adheridas a cada pozo con 500 µl de 

Trizol, y transferirlo al botón de células previamente centrifugadas. 

Dejar en reposo 5 minutos a temperatura ambiente. 

 Agregar 5 ml  de Glucógeno5  y homogenizar. 

 Agregar 110 ml  de cloroformo6  frió y homogenizar. 

 Incubar 7 minutos en hielo. 

 Centrifugar 15 minutos a  9300 G a 4 °C. 

 Tomar sobrenadante  (sin  interfase). 

 Agregar 260 ml de isopropanol7 e invertirlo. 

 Incubar 20 minutos en hielo. 

 Centrifugar 15 minutos a  9300 G a 4 °C. 

 Decantar sobrenadante. 

 Lavar el botón con 500ml  de etanol8 al 80 %  mediante inversión. 

 Centrifugar 5 minutos a 3300 G a 4 °C. 
                                                 
4 Invitrogen USA 
5 Roche®, 20 mg/ml 
6 Merck® 
7 Merck® 
8 Merck® 
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 Retirar todo el etanol. 

 Secar el botón por 5 minutos en una campana de flujo laminar. 

 Resuspender en 14 μl de agua inyectable con ayuda de una 

micropipeta e incubando 5 minutos en baño maría a 45 °C. 

 

El RNAm se cuantificó en un espectrofotómetro9 para obtener una cantidad de 

3 µg de RNAm en 13 µl de agua inyectable para la posterior transcripción 

inversa del RNAm. 

 

Transcripción inversa del RNAmensajero (RNAm) 

 

El ADN complementario (ADNc) fue obtenido de la siguiente manera: a los 13µl 

de RNAm se les añadieron 2 µl de la solución concentrada 0.5µg/µl de oligo (T) 

12-18
10 , posteriormente se le incubó a 65ºC/10 min, para favorecer la alineación 

del RNAm-poliA con el oligo dT. Después se incubó la reacción en hielo/5 min. 

para finalmente agregarle 15 µl de la mezcla de reacción (cuadro 1). La 

reacción se efectuó en un volumen final de 30 µl. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
9 Marca Eppendorf modelo 6131 
10 5’-pd(T)12-18 3’. Amersham Biosciences® 
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Reactivos Conc. final en la 
reacción 

Agua-DEPC  
5X regulador para la 1ª 

cadena 
1X 

200 U/µl M-MLVRT11 160 U/ reacción 
10 mM dNTP’s 400 µM 
100 mM DTT 10 mM 

 

Cuadro 1. Mezcla de reacción para la transcripción inversa 

   

Se continuó la reacción en el termociclador12, incubando a 37ºC/1 hora y 

95ºC/5 min. Terminada la reacción, se centrifugó 5 segundos y se agregaron 

20 µl de agua inyectable para tener un volumen final de 50 µl y se mantuvo en 

congelación a -20ºC hasta su uso. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa. 

 

En todos los ensayos se utilizaron 2.5 µl del DNAc y 22.5 µl de la mezcla de 

reacción para PCR con las condiciones adecuadas tanto para β-actina, IL 2 e 

IFNγ, obteniendo un volumen final de 25 µl y se corrieron en un termociclador6 

bajo diferentes condiciones. Los productos de PCR se sometieron a un 

corrimiento electroforético zonal en un gel de agarosa al 1% a 90 volts durante 

45 minutos, se utilizó un marcador de peso (Kb plus y HAE III), se tiñeron con 

bromuro de etidio al 0.01% y se visualizaron en un analizador de imágenes13. 

 

 

                                                 
11 M-MLV  RT (Moloney- Murine Leucemia virus Reverse Transcriptase) Invitrogen ™ 
12 Termociclador TECHNE modelo TC-312/FTC3102D 
13 Molecular Imaging Software 2005 Kodak V 4.0.2 
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β-ACTINA 

 Los iniciadores empleados se diseñaron en el Laboratorio de Virología de 

FMVZ UNAM (Cuadro 5), y se utilizó la mezcla de reacción para PCR descrita 

en el Cuadro 2. 

 

Reactivos Conc. Final en la 
reacción 

Agua-DEPC  
Regulador 10X PCR 1X 

MgCl2  50 mM 0.5 mM 
dNTP’s 10 mM 200 µM 

Primer 5’   20µM 0.2 µM 
Primer 3’   20µM 0.2 µM 

Taq polimerasa14 5 U/µl 1 U/reacción 
 

Cuadro 2. Mezcla de reacción para PCR β-actina 
 

Las condiciones de amplificación fueron: 

 

Desnaturalización 94ºC/ 45 segundos 
Alineación 60ºC/ 45 segundos 
Extensión 72ºC/ 90 segundos 

30 ciclos 

Extensión final 72ºC/ 7 minutos 1 ciclo 
 

IL 2 

 Para la estandarización del ensayo de RT-PCR para IL 2, se probaron 3 

diferentes iniciadores con distintas temperaturas de alineación y 

concentraciones de MgCl2. Los iniciadores que produjeron los mejores 

resultados fueron los empleados por Loza (Loza, 2003) (Cuadro 5), con 

algunas modificaciones descritas en el Cuadro 3.  

 

                                                 
14 Taq DNA Polymerase  (Thermus aquaticus DNA plymerase gene) Invitrogen ™ 
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Reactivos Conc. final en la 
reacción 

Agua-DEPC  
Regulador 10X PCR 1X 

MgCl2  50 mM 2.5 mM 
dNTP’s 10 mM 200 µM 

Primer 5’   20µM 0.8 µM 
Primer 3’   20µM 0.8 µM 

Gelatina molecular 
0.001% 

0.001% 

Taq polimerasa 5 U/µl 1 U/reacción 
 

Cuadro 3. Mezcla de reacción para PCR  IL 2 
 

Las condiciones de amplificación fueron: 

 

 92ºC x 75 segundos 1 ciclo 
Desnaturalización 92º C x 45 segundos 

Alineación 50ºC x 60 segundos 
Extensión 72ºC x 60 segundos 

30 ciclos 

Extensión final 72ºC x 7 minutos 1 ciclo 
 

IFNγ  

 Después de varios ensayos para estandarizar el RT- PCR para esta 

citocina, se decidió emplear los iniciadores citados por Rothwell (Rothwell, 

2004) (Cuadro 5), empleando las condiciones del Cuadro 4. 

 

Reactivos Conc. final en la 
reacción 

Agua-DEPC  
Regulador 10X PCR 1X 

MgCl2  50 mM 2 mM 
dNTP’s 10 mM 200 µM 

Primer 5’   20µM 0.2 µM 
Primer 3’   20µM 0.2 µM 

Taq polimerasa 5 U/µl 1 U/reacción 
 

Cuadro 4. Mezcla de reacción para PCR  IFNγ 
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Las condiciones de amplificación fueron: 

 

 
 94º C/ 2 minutos 1 ciclo 

Desnaturalización 94º C/ 45 segundos 
Alineación 53º C/ 45 segundos 
Extensión 72º C/ 90 segundos 

36 ciclos 

Extensión final 72ºC x 7 minutos 1 ciclo 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    

 F  CCC TGA AGT ACC CCA TTG AAC ACG β-ACTINA  ( 582 pb ) 
R CCT CGG GGC ACC TGA ACC TCT 

F AGT GTT ACC TGG GAG AAG T 

 
 
                

IL 2 
(469 pb) 

R TTA CCG ACA AAG TGA GAA TC 

F GTG AAG AAG GTG AAA GAT ATC ATG GA IFNγ 

 
 
 
 
 
 

(702 pb) R GCT TTG CGC TGG ATT CTCA 
 

 
Cuadro 5.  Secuencia de los iniciadores utilizados en el experimento. 
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Elaboración del FTA 

 

 El FTA se elaboró a partir de 10 bazos de pollos machos de la línea Ross, 

clínicamente sanos, vacunados contra la enfermedad de Marek y de 30 días de 

edad.  Los bazos fueron macerados con malla de aluminio y 30 ml de solución 

salina isotónica NaCl 0.85%; el macerado se sometió a 10 ciclos de 

congelación-descongelación y de dializó por centrifugación a 500 G en tubos 

Amicon® Ultra-15 (Millipore) con corte de 10 KDa. El dializado se esterilizó por 

filtración con una membrana de 0.22 micras y se alicuotó en tubos de 1 ml. Se 

tomó en cuenta que una dosis de FTA contiene aproximadamente 4 x 106  

células de bazo de pollo y equivale a 7.3μg de proteína. 

 

Inducción de la expresión de citocinas de CMSP con FTA. 

 

El experimento se realizó a partir de 10 ml de sangre de una gallina de la cual 

se separaron las CMSP con la técnica antes descrita y se cultivaron en una 

placa de cultivo de 24 pozos, utilizando 3 series de 5 pozos cada uno para un 

tratamiento y utilizando una concentración de 3 x 106  células en 1 ml de medio 

AIMV. Teniendo elegidos los mitógenos a utilizar (PMA con Ionomicina 0.025 

μg/μl-1 μg/μl); se realizó el experimento con las siguientes dosis de FTA: 1 

dosis (7.3 μg), 0.1 dosis (0.73 μg) y 0.01 dosis (0.073 μg) además de un 

Testigo (+) y un Testigo (-), colocándolos como se indica en la Figura 3. 
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                            1           2          3           4           5 

 

 
3 hrs 
 
6 hrs 
 
9 hrs 

1= PMA+ IONO (C+) 
2= 1 dosis FTA (Tx1) 
3= 0.1 dosis FTA (Tx2) 
4= 0.01 dosis FTA (Tx3)
5= Sin tratamiento (C-)

Figura 3. Esquema de los pozos del experimento de inducción de la 

expresión de citocinas de CMSP con FTA. 

 

El experimento se realizó por duplicado, así como la extracción del RNAm, 

obteniéndose un total de cuatro repeticiones para cada tiempo y tratamiento, 

para el análisis estadístico. A cada una de las muestras se le cuantificó el 

RNAm obtenido en un espectrofotómetro y se ajustó a 3 µg para hacer la 

transcripción inversa del RNAm. 

 

Después de obtener el ADNc se realizó la técnica de PCR, siguiendo el 

protocolo descrito en la primera parte del trabajo. Los productos obtenidos se 

fueron colocados a un corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1%; y 

se determinó la densidad óptica de las bandas obtenidas empleando el 

programa Molecular Imaging Software 2005 Kodak V 4.0.2. 

 

El cálculo de la expresión relativa (proporción) de IL 2 e IFNγ se obtuvo 

dividiendo el valor de densidad óptica de cada citocina entre el valor de 

densidad óptica de la β-actina correspondiente. 
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RESULTADOS 

 

En el transcurso de este trabajo se estandarizaron las condiciones para llevar a 

cabo la detección de RNAm de células mononucleares de sangre periférica de 

gallinas domésticas, tanto de la β-actina empleada como gen constitutivo, así 

como la de IL 2 e IFNγ.  

 

Primero se establecieron las condiciones óptimas para el cultivo celular, 

encontrándose que 3 x 106  células por 1 ml de medio, permitían obtener 

cantidades suficientes de RNAm. Posteriormente se realizaron varios ensayos 

de proliferación celular empleando los diferentes mitógenos a distintos tiempos; 

una vez que se establecieron los mitógenos (PMA y Ionomicina) y los tiempos 

en que se indujo una mayor proliferación celular, se procedió hacer los cultivos 

celulares para obtener el RNAm y establecer las condiciones óptimas para el 

RT-PCR de ambas citocinas; para ello fue necesario realizar varios ensayos de 

PCR empleando diferentes iniciadores, concentraciones de MgCl2 y 

temperaturas. Las condiciones óptimas para la amplificación de ambas 

citocinas, son las que se describen en la sección de material y métodos. 

 

En la figura 5, se muestran las bandas correspondientes a β-actina, IL2 e IFNγ  

indicando sus pesos moleculares.  
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                               1        2        3          4        5          6        7 
 

                                       582pb                                          702pb 
 

   469pb 
                                     

 
 
 
 
 

Figura 5. Productos de PCR obtenidos utilizando los tres diferentes iniciadores. Carril 1: 
marcador de peso molecular, Carril 2: producto obtenido con los iniciadores de  β-actina, 
Carril 3: testigo negativo para β-actina, Carril 4: producto obtenido con los iniciadores de 
IL 2, Carril 5: testigo negativo para IL2, Carril 6: producto obtenido con los iniciadores de 
IFNγ, Carril 7: testigo negativo paraIFNγ 
 
 
Los resultados obtenidos en la segunda etapa del experimento consistieron en 

la expresión de dos citocinas, medida como densidad óptica (DO), y fueron 

sometidos de manera independiente para cada citocina a análisis de varianza 

para un diseño completamente aleatorizado (5 x 3), balanceado, de dos 

factores: tratamiento, tiempo,  con interacción simple y cuatro repeticiones cuyo 

modelo correspondiente es:  

 

   Donde: 

 

μ: Promedio general. 

αi: Efecto del i-ésimo tratamiento (i: C+, C-, Tx1, Tx2, Tx3).  

βj: Efecto del j-ésimo tiempo de expresión de la citocina (j: hora3, hora6, hora9). 

αβ ij: Efecto de la interacción tratamiento x tiempo de expresión.  

εijk: Error aleatorio asociado a cada (k-ésima) observación: εijk ~N (0, σ²).  
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Los tratamientos consistieron en: a) un testigo positivo, C+: PMA + lonomicina; 

b) Tx1: FTA 7.3 μg; c) Tx2: FTA 0.73 μg; d) Tx3: FTA 0.073 μg y e) un testigo 

negativo, C-: sin FTA. El segundo factor del diseño fue el tiempo de expresión 

de la citocina: 3, 6 y 9 horas. El análisis estadístico se realizó con los 

promedios de mínimos cuadrados (PMC) con nivel α= 0.05  como criterio de 

significación estadística. 

En la Figura 6 se muestran ejemplos representativos de los productos de PCR 

obtenidos con los diferentes tratamientos de FTA, a las distintas horas de 

extracción. 

 
                                

                              (A)    C(+)                                  C(-)                              

0.01 Dosis 
3h  6h   9h 

0.1 Dosis 
3h    6h    9h

1 Dosis 
3h    6h   9h

PMA + Iono 
3h    6h   9h 

 
                                   
                                
                                                                                                                      582 pb 
             
 
              (B)    Control   3h      6h       9h                 (C)      Control   3h     6h      9h       

                                                                         
   469 pb                                                                        

         
                                                                                                                                                     702 pb                          

                                                                       
                                                                                                                        

               
PMA 

+ Iono

                                                                              
  

1 
Dosis

 
 
 

                 

0.1 
Dosis

 
 
                                                                           
                                                                      

0.01 
Dosis

 
Figura 6. Ejemplos representativos de los productos de PCR obtenidos con los 
diferentes tratamientos (PMA+ Iono, 1 dosis, 0.1 dosis y 0.01 dosis),  a las distintas horas 
(3, 6 y 9 horas) de extracción y sometidos a un corrimiento electroforético en geles de 
agarosa 1%. (A) β-Actina: marcador de peso, control positivo, 3, 6 y 9 horas, de los 
cuatro tratamientos (B) IL 2: marcador de peso, control positivo, 3, 6 y 9 horas (C) IFN γ : 
marcador de peso, control positivo, 3, 6 y 9 horas 
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El cuadro 7 muestra la estadística descriptiva (tamaño de muestra (n), 

promedio y desviación estándar) de la expresión de cada citocina (DO) como 

respuesta a la exposición de las CMSP de gallinas domésticas a  los cinco 

tratamientos  a las 3, 6 y 9 horas.  

  Citosina  
  IFNγ IL2 General 

H Tx n Promedio S n Promedio s N Promedio S 
General 20 0,596 0,642 20 0,570 0,561 40 0,583 0,595 

C- 4 0 0 4 0 0 8 0 0 
C+ 4 0,614 1,001 4 0,923 0,878 8 0,768 0,887 
Tx1 4 0,977 0,342 4 0,462 0,393 8 0,720 0,438 
Tx2 4 1,052 0,535 4 0,782 0,610 8 0,917 0,550 

3 

Tx3 4 0,338 0,410 4 0,681 0,080 8 0,509 0,329 
General 20 0,507 0,646 20 0,680 0,527 40 0,594 0,588 

C- 4 0 0 4 0 0 8 0 0 
C+ 4 0,640 1,017 4 1,076 0,574 8 0,858 0,799 
Tx1 4 0,719 0,303 4 0,831 0,376 8 0,775 0,321 
Tx2 4 0,384 0,450 4 0,798 0,636 8 0,591 0,556 

6 

Tx3 4 0,792 0,873 4 0,695 0,087 8 0,744 0,577 
General 20 0,240 0,519 20 0,562 0,426 40 0,401 0,496 

C- 4 0 0 4 0 0 8 0 0 
C+ 4 0,198 0,161 4 0,579 0,095 8 0,388 0,238 
Tx1 4 0 0 4 0,524 0,462 8 0,262 0,412 
Tx2 4 0,129 0,259 4 1,035 0,419 8 0,582 0,582 

9 

Tx3 4 0,876 0,950 4 0,670 0,121 8 0,773 0,636 
 Total 

general 80 0,494 0,626 80 0,591 0,501 160 0,542 0,567 
 
Cuadro 7. Estadística descriptiva de la expresión de dos citocinas en 
CMSP de gallinas domésticas por la exposición a FTA en 3,6 y 9 horas. n: 
tamaño del grupo (muestra), s: desviación estándar, H: hora, Tx: 
tratamiento, C: Controles. 
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IFNγ 

La Figura 7 muestra el comportamiento de la expresión del IFNγ. 
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Figura 7. Densidad óptica de la expresión de IFNγ por tratamiento por 

hora. 
 

El análisis de resultados del tratamiento Tx1 mostró diferencia significativa 

entre los promedios de DO en las distintas horas de observación (F2,9 = 14.748; 

P = 0.0014). Cada promedio, tanto a las 3 (0.9776) como a las 6 horas (0.7198) 

fue significativamente mayor que a las 9 horas (0.0000) respectivamente (t= -

2.386; P= 0.0213); sin embargo, no se encontró diferencia significativa entre los 

promedios a las 3 y las 6 horas de expresión (t= -0.629; P= 0.5324).  

 

Para el Tx2 se observó una respuesta similar al Tx1 (F2,9 = 4.8915; P = 

0.0365), ya que tanto el promedio de DO a las 3 (1.05224) como a las 6 horas 

(0.38411) fueron, cada uno, significativamente mayores que a las 9 horas 
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(0.12967) respectivamente (t= -2.251; P= 0.0293); y entre las 3 y las 6 horas no 

se encontró diferencia significativa (t= -1.631; P= 0.11). 

 

IL 2 

 

Entre los promedios de DO de IL 2 de los Tx1, Tx2 y Tx3 no se encontró 

diferencia significativa a ninguna de las horas de expresión del estudio (F4,27 = 

0.5387; P = 0.7086) (Figura 8) mientras que, a las 3 horas, se encontró que el 

promedio del C+ (0.9232) fue significativamente mayor que el del C- (0.3093) (t 

= - 1.96; P = 0.0562), observándose esta misma relación de diferencia entre 

estos tratamientos a las 6 horas de expresión (C+: 1.0768 vs. C-: 0.2000) 

respectivamente (t = - 2.799; P = 0.0075). 

Densidad Óptica (IL2) * Hora
Promedios de mínimos cuadrados(MC): Tratamiento*Hora

Efecto: F(8, 45)=,66337, p=,72046

 Tx C+

 Tx1: FTA (x 1)

 Tx2: FTA (x 0,1)

 Tx3: FTA (x 0,01)
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Figura 8.  Densidad óptica de la expresión de IL 2 por tratamiento por 
hora. 
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DISCUSIÓN 

  

 El objetivo de este trabajo fue evaluar si el Factor de Transferencia Aviar 

tenía un efecto sobre la producción del RNAm de IFNγ e IL 2, en cultivos de 

células mononucleares de sangre periférica gallinas domésticas; para ello fue 

necesario establecer las condiciones, tanto del cultivo celular, como de la 

técnica de RT-PCR; debido a que estas técnicas no estaban estandarizadas en 

el laboratorio. 

 

Para estandarizar las condiciones óptimas para el cultivo de CMSP se 

realizaron varios ensayos, probando diferentes concentraciones (1x 106, 2 x 

106, 3 x 106  y  4 x 106 células/ml); observándose, que el número de células es 

crítico para obtener una cantidad óptima de RNAm, ya que al utilizar 

concentraciones menores a 3 x 106 células por ml, la eficiencia de extracción 

disminuía. Dentro de la literatura existen reportes muy variados en cuanto a la 

concentración de células que debe emplearse para dichos cultivos; por ejemplo 

Rothwell  y Okamura  utilizaron una concentración de 5 x 106 células de bazo 

por ml de medio (Rothwell L, 2004; Okamura M, 2004), Neelima menciona la 

misma concentración pero utilizó células mononucleares de sangre periférica 

(Neelima S, 2003); Sundaresan maneja la concentración de 2 x 106 células 

mononucleares (Sundaresan NR, 2005), mientras que Loza trabajó con una 

concentración de 1 x 107 de células/ml (Loza RE,  2003).  
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Una vez establecida la concentración celular que nos permitió extraer RNAm 

total suficiente, se determinaron las concentraciones optimas de mitógenos 

para establecer cuál de ellas podía ser empleado para generar un testigo 

positivo para amplificar la secuencia genómica de cada citocina. Los datos 

publicados para la activación de linfocitos de aves, mencionan diversas 

concentraciones de mitógenos: 1.2, 5, 10 y 12.5 μg de Con-A (Rothwell L, 

2004; Okamura M, 2004; Loza RE, 2003; Neelima S, 2003; Gogal RM, 2004), 

10, 20, 12.5 μg PHA (Neelima S, 2003; Rothwell L, 2004), 2.0 ng PMA y 40 ng 

Ionomicina (Okamura M, 2004) y en este estudio se encontró que los 

mitógenos que produjeron una mejor respuesta fueron PMA con Ionomicina 

(0.025 μg/μl-1 μg/μl). 

 

Debido a que en el laboratorio no se contaba con un testigo positivo para 

ninguna citocina; para poder establecer qué mitógeno emplear como testigo 

positivo, fue necesario establecer simultáneamente, las condiciones que 

amplificaran las bandas correspondientes para ambas citocinas. Para esto se 

hizo una cinética en la que se estimularon las células con PMA y Ionomicina y 

se obtuvo el RNAm a distintos tiempos (3, 6, 9, 12 y 24 horas), posteriormente 

se sintetizaron los DNAc  y cada uno de ellos se sometió a PCR con los pares 

de iniciadores correspondientes, empleando diferentes concentraciones de 

MgCl2, hasta visualizar las bandas esperadas. Los iniciadores que mejor 

funcionaron fueron para la IL 2 el citado por Loza (Loza RE, 2003) y para IFNγ 

el de Rothwell (Rothwell L, 2004); con algunas modificaciones. 
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Otro parámetro que se estandarizó fue el tiempo de incubación que inducía la 

mayor expresión tanto de IL 2 como de IFN γ, en otros trabajos utilizaron 

intervalos que fueron desde 0.5 a 6 horas de acuerdo con Sundaresan (2005), 

hasta 48 horas según describe Okamura (2004). Para nuestros ensayos se 

decidió emplear un intervalo de 3, 6 y 9 horas. 

  

Una vez estandarizadas las condiciones que nos permitieron contar con los 

testigos positivos para ambas citocinas, se procedió a hacer los ensayos con el 

FTA, con la finalidad de establecer el efecto de éste sobre las células del 

sistema inmune, particularmente las CMSP. En el presente estudio solamente 

se encontró que la máxima expresión de IFN γ ocurrió en Tx1 (1 dosis) y Tx2 

(0.1 dosis) a las 3 horas, declinando significativamente hacia las 9 horas; 

mientras que, la expresión de IL 2 fue mayor con el Tx2 (0.1 dosis) y el C (+) 

respecto al C (-), independientemente de la hora de observación. Por otra parte 

los tratamientos aplicados no indujeron diferencialmente la expresión de IL 2 

entre las 3 y las 9 horas; mientras que, tanto a las 3 como a las 6 horas, la 

expresión de IL 2 fue mayor para el C (+), que para el C (-). 

 

Como podemos observar en la Figura 7, la máxima expresión de IFNγ, se 

obtuvo a las 3 horas, en las células estimuladas con 0.1 dosis de FTA (Tx2) y 1 

dosis de FTA (Tx1), siendo su expresión, mayor que el testigo positivo. La 

expresión de esta citocina, tanto para 1 dosis como para 0.1 dosis, disminuyó 

en el tiempo, dejándose de expresar a las 9 horas, lo que sugiere que a la 

expresión del RNAm empleando estas dosis de FTA, se da en un corto tiempo; 
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estos resultados coinciden con los reportados por Valderrábano (Valderrábano 

OE, 2005), en donde se encontró que cultivos de esplenocitos de ratón 

estimulados con extractos dializables leucocitarios (DLE) murinos, indujeron 

una alta expresión del RNAm de IFN γ desde las dos horas de cultivo, siendo 

nula su expresión a las 8 horas. Para el Tx3 (0.01 dosis), se observa una 

cinética muy semejante a la del testigo negativo; aún cuando a las 9 horas se 

observa un mayor nivel de expresión, habría que hacer la medición a las 12 

horas post- estimulación, para determinar si mostrará la misma tendencia que 

el testigo negativo.  

 

Como se muestra en la Figura 8, la máxima expresión de IL 2 se obtuvo a las 6 

horas en las células estimuladas con mitógeno; para este mismo tiempo 

podemos observar que las tres dosis de FTA, indujeron la expresión de esta 

citocina aunque por debajo del testigo positivo; sin embargo a las 9 horas, las 

células estimuladas con 0.1 dosis de FTA (Tx2), mostraron valores de 

expresión mayores que el testigo positivo (semejantes a los alcanzados por el 

mitógeno a las 6 horas); si se observa la cinética en la expresión, la gráfica 

sugiere que la dosis mas alta de FTA induce la expresión de IL 2 en menor 

tiempo (6 horas), mientras que la dosis intermedia lo hace hasta las nueve 

horas, alcanzando niveles de expresión por encima del testigo positivo; por su 

parte la dosis menor parece mantener una baja expresión de esta citocina en 

todos los tiempos observados. Debido a que la IL 2 se produce tras la 

activación de LTh, es posible suponer que nuestros resultados podrían 

concordar con lo reportado por De la Fuente (De La Fuente GM, 2006), que 

observó que el DLE humano induce la proliferación de linfocitos Th CD4+, 
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cultivados in vitro. Para demostrar si efectivamente el FTA estimula la 

producción de IL2, se están realizando ensayos de linfoproliferación, 

empleando MTT, según el protocolo descrito por Neelima (Neelima S, 2003). 

 

Para demostrar un posible efecto del FTA sobre las CMSP, se podrían hacer 

otros ensayos; uno de ellos sería hacer un ensayo de RT-PCR en tiempo real 

para poder contar con datos exactos; desafortunadamente el experimento no 

se pudo realizar de esta manera por no contar con el equipo necesario. Otra 

alternativa sería determinar los niveles de ambas citocinas en los 

sobrenadantes de los cultivos; sin embargo hasta donde se pudo investigar, 

únicamente existen anticuerpos monoclonales para IFN γ  aviar, lo que limitaría 

la cuantificación de IL 2.   

 

Para estudios posteriores se sugiere hacer una separación de las diferentes 

poblaciones celulares a fin de tener un menor número de variables en el 

ensayo. En un estudio reciente se observó que el FT humano tiene ligandos 

para TLR2 (Robledo AFH, 2006); en aves el TLR2 se expresa tanto en 

macrófagos como en heterófilos y se ha reportado, que la activación de estas 

células a través de TLR2 aumenta la vía oxidativa (He H, 2006; Kogut MH, 

2005); sería interesante hacer ensayos para medir la posible activación de 

estas células por el FTA; ya sea midiendo óxido nítrico en macrófagos, o 

estallido respiratorio en heterófilos; estos ensayos tendrían la ventaja de utilizar 

métodos colorimétricos cuantitativos. 
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CONCLUSIONES 

• Se determinó la concentración de mitógenos y tiempos óptimos, para 

inducir la  expresión de ambas citocinas y poder contar con testigos 

positivos durante el ensayo con el FTA. 

• En el ensayo con FTA, se encontraron diferencias para IFNγ en el Tx1 (1 

dosis) y Tx2 (0.1 dosis), en sus distintas horas de observación. Para IL 2 

no se observaron diferencias significativas entre tratamientos. 

 

PROSPECTIVA 

En ensayos posteriores se sugiere utilizar 0.1 dosis de FTA como referencia. 

 

Para tener una visión más amplia del posible efecto del FTA sobre CMSP, sería 

interesante el determinar la expresión de Interleucina 4 (IL 4) e IL 10, que 

corresponden a un perfil tipo TH2, para ver si ésta se modula negativamente; 

como se menciona en el trabajo realizado por Fabre (Fabre RA., 2004), donde 

se encontró una correlación entre el aumento de expresión de IL 2 e IFNγ y la 

disminución de IL 4 en pulmones de animales tratados con DLE murino. 
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