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1.-RESUMEN



GOMEZ VERDUZCO, GABRIELA. IDENTIFICACION DE LINFOCINAS EN
SOBRENADANTE DE ESPLENOCITOS DE POLLO ESTIMULADOS CON
CONCANAVALINA A,

(Bajo la asesoria de: QFB. Ph D. Vianney Ortiz Navarrete., MVZ Ph D.
Guillermo Téllez Isaias.)

han d strado una pi 6n al desafi

p contra | por la gali y entenitidis en
polios, i la ipulacion del si de {as aves, a través del uso de
extracto crudo de i (ILK) de T de aves hiperinmunizadas con

Salmonelia gallinarum (ILK-Sg) o Sakmonella enteritidis (ILK-Se); y reestimulados con

concanavalina A. Con el objetivo de identificar las interfeucinas presentes en el ILK, se evaiud la

[ de t 2(IL-2) e gama (INFy). Los Had
la de ambas interfeucinas en ILKSe. La IL-2 de pollo al igual que en otros mamiferos;
paiticipa en la proli idn de linfocitos T, sin embargo una dit ia notable con otras especies,

s que se obsarvé barmera de especie en su actividad gl El INFy indujo aumento en la

expresidn de moléculas clase | y clase |l del Complejo i’rlnclpal de Histocompatibilidad. La

presencia de INFy en el sobrenadante, sugiere que esta pudiera estar fci en
el efecto de p que se por la i 6n de ILK, pi iendo a activacion de
macréfagos y heterdfilos, los cuales pudiéran ser los bies de ia i6n de la b

Estos i f mas e ias de que la i L observada en los estudios in

vivo contra Saimonella gallinarun y Sakmonelia enteritidis es probablemente inducida por estas

i ios para purificar e identificar los genes de las linfocinas efectoras en

polios, asi como una i igacién sisté det i por el cual estas linfocinas

potencializan sus efectos p! se en prog
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2..GENERALIDADES



1. DESCUBRIMIENTO Y CARACTERIZACION DE CITOCINAS,

Cronoldgicamente, el descubrimiento de las citocinas se situa en los
afos 60s, cuando surgue !a pregunta ¢De que manera las células del sistema
inmune se comunicaban entre s{?. En investigaciones realizadas en esa época,
con cultivos de linfocitos in vitro, estimulados con agentes mitogénicos, antigenos
y células alogénicas, se observd que estos linfocitos liberaban factores protéicos
al medio, que al utilizarlos en bioensayos, desarroliaron funciones particulares
como por ejemplo, inducir la proliferacién de células B, y células T, diferenciacion
de células B a células plasmdticas (productoras de anticuerpos), desarrollo de
células citotdxicas, activacién de macréfagos y otras células inflamatorias. Fué en
esta época cuando se describieron los interferones antivirales, pirégenos y
factores activadores de macréfagos. (1,18)

La segunda etapa en la investigacion de las citocinas fué durante la
década de los 70s, involucrando la purificacidon y caracterizacion parcial de
algunas citocinas, asi como la produccidn de antisueros especificos
neutralizantes. En esta epoca se observd que diversos efectos de las citocinas,
que ya habian sido estudiados por diferentes investigadores, eran producidos por
las mismas moléculas, por ejemplo; el interferon descubierto por virélogos como
una proteina antiviral, fué descrito también de manera independiente por
inmunélogos como un activador de macréfagos derivado de células T. Otro
ejemplo es ia Interleucina 1 (IL-1) la cual fué descrita como un mediador
enddgeno de la fiebre (pirdgeno), producido en respuesta a infecciones
bacterianas; y los inmundlogos la describen como un coestimulador de la
activacion de células T. (1,18, 20)

Una hipdtesis importante generada en ese tiempo era que las

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



accion se llevaba a cabo en otros linfocitos. Por esta caracteristica es que reciben
el nombre de interleucinas (IL ‘s).(1,18,20)

La época de oro en la investigacion de citocinas fué en la década de
los 80°s, debido a que en este afo se logro la identificacién individual y definitiva
de las moléculas de las citocinas a través de la produccion de anticuerpos
monoclonales neutralizantes especificos; ademas de describir propiedades
desconocidas; y lo mas importante, la clonacién de los genes de estas
interleucinas. En la actualidad esta linea de investigacion aun continua, ya que
se conocen los efectos de las citocinas in vitro; pero las reacciones in vivo no
estan bien definidas, por lo que hay un largo camino que recorrer.(1,18,20)

Dependiendo de las actividades bioldgicas de las linfocinas, se han
clasificado de la siguiente manera: Citocinas mediadoras de la inmunidad natural,
Citocinas mediadoras de la activacion, crecimiento y diferenciacién de linfocitos,
Citocinas mediadoras dse la inflamacién y Citocinas mediadoras del crecimiento y

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



CUADRO L

CITOCINAS HIDI?DOMI DE LA INMUNIDAD NATURAL

Citocina Producida por Cel. blanco Efectos en cel.
| blanco
Fagoc Todas(a) Anti.viral,antiproliferativo,
mononucjeares y otres aumenta la expresiénde
@), moléculas clase | del
INF tipo ¢
Fibroblastps y otras Cels. NK(B) Activacién
TNF Fagocitos Neutréfilos Activactén (inflamacion)
mononlicleares y Cél. endoteliales | Activacion (inflamacion,
células T coagulacion)
| b 4 e Fiebre
| en fase
1 Higado aguda
Interfeucina 1 Fldocllos Cél. T,Céi B, Coestimulador
mononucipares y otras Cél. Activacién (
: coagulacion)
i I 3 Fiebre
i H'm’:‘;gw Reaccones en fase
aguda
! Misculo y grasa Catabolismo
|
Interleucina & Fagocitos Cél. T,Cél B, Coestimulador
mononucleares, Cél. Cél. B maduras Crecimiento
endolellal?s, células T Higado Reaccones en fase
aguda
\
Citocinas de bajo Fagocitos L i Q y
peso ! J : activacién de
endoteiiales, leucocitos
fibrobiastol,célutas T y
laquetas
Rel (1)

Abrevisturas: INF, interferon

TNF, Factor de necrosis tumoral




CUADRO I

CITOCINAS MEDIADORAS DE LA ACTIVACION, CRECIMIENTO Y

DIFERENCIACION DE LINFOCITOS.

Citocina Producida por Cel. blanco Efectos en cel. blanco
interfeucina 2 Céis. T Céls. T Creclemiento y produccion
de citocinas.
Céls NK Crecimiento y activacién.
Céls. B Crecimiento y sintesis de
anticuerpos
Céls. TCDa+ Céls. T Creclemiento
Imerioucina 4 Céls. B Activacién y crecimiento del
isotipo IgE para Switch.
Fagocitos Expresién de Fc
monohucieares y céls. B
TGF-f Células T,Fagocitos | Células T, Inhibe la activacion y la
4 y otras | i proliferacion.
mononucleares inhibe la activacién
otras Regulacién del crecimiento.

Ret (1)

Abrevisturss: TGF-B, Factor de crecimiento tumoral beta
NK células asesinas

Fc, Fraccién

de las |




CUADRO 1.

CITOCINAS MEDIADORAS DE LA INFLAMACION

Citocina Producida por Cel. blanco Efectos en cel.
blanco
Gamma interferon Cél.T Fagocito monanuclear | Activacion
INFy Cél. NK Cél. endotelial Activacién
Céls. NK Activacion
Todas Aumenta la expresién de
moléculas clase | y ] del
H
Neutréfilo Activacién
CélL T Cél. endotellal Activacién
Linfotoxina Céls. NK Activacion
rieucina 10 CeL T Fagocito manonuctear { Inhibicién
inte Cél.B Activacién
rleuc CéL T Eosinéfilo Activacién
inte ina 8 calB Crecimiento y activacién
rleucina 12 CélL T Céls NK Activacién
Inte Céls. T Activacién{crecimiento y
diferenciacion)
MIF Cél.T Fagocito mononuclear { Conversién de un estade
Ref (1)
A NK ,céluias

MIF, Factor inhibidor de migracién
CPH, Complejo Principal de Histocompatibilidad
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CUADRO IV,

CITOCINAS MEDIADORAS DEL CRECIMIENTO Y
DIFERENCIACION DE LEUCOCITOS INMADUROS

Ci [ por Cel. blanco Efectos en cel.
blanco
figando de c-Kit Cél dei estroma de Cél. pluripotencial Activacion
médula 6sea
interieucina 3 Ce. T d: Crecimiento y
difreactivacion
CSF-granulocitos- Cél. T Fagocito Creci y
9 Cl: diferenciacion de todas

endotlial fibroblastos ias lineas celulares

[] o ; de

y fag!

mononucleares
) Fauoéllns Activacion
mononucleares

CSF macréfagos Fagocito Prog granut Di de
o cel goc I

- CSF granulocitos Fagocito Prog locit fal de

Cal endottial, b
b4 F Céls.del | F C y
estroma de médula 6sea diferenciacion de
linfocitos 8
Ref (1) o

CSF, factor estimul de coloni;




I1. PATOGENIA DE ALGUNAS BACTERIAS INTRACELULARES
FACULTATIVAS.

La mayoria de ia bacterias intracelulares entran en e! hospedero a
través de las mucosas, y esta entrada es iniciada frecuentemente 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 continuacién
la bacteria pasa a través de las células epiteliales por procesos de transcitosis.
Posteriormente se localiza dentro de los macrofagos, mencionando algunas
bacterias que lleven a cabo esta caracteristica podemos mencionar a Sa/monella,
Listeria y Mycobacterium. (8)

La bacteria puede ser previamente eliminada por los mecanismos de
defensa no especificos, como son: el movimiento mucociliar, movimientos
peristaiticos, o células polimorfonucleares que fagocitan a Saimonelia. (8,18)

Las bacterias que resisten a ésta reaccién de defensa no especifica,
colonizan tejidos mas profundos, estableciendo un nicho de infeccién. En este
caso, el hospedador desarrolla una respuesta inmune especifica en contra de la
bacteria. La infeccion es abortiva cuando el sistema inmune sigue con la
eliminacion del agente patégeno antes de que se desarrolle signologia clinica.
Alternativamente, el dafio en tejidos aumenta a un nivel significativo antes que el
sistema inmune pueda controlar al agente patdgeno de manera efecliva;
manifestandose la enfermedad clinicamente. Finalmente es posible que la
respuesta inmune no pueda erradicar completamente al agente patégeno. 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 patogeno, y cori el tiempo la infeccidn se convierte en una

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



I11. INMUNIDAD CONTRA Salmonelia sp.

El hecho que un microorganismo sea intracelular implica una
cosxistencia entre la bacteria y la célula hospedera, ocasiooando dafio en la
célula. Esta caracteristica provoca consecuencias directas en el tipo de respuesta
inmune a desarrollarse; ya que su localizacion dentro de la céiula 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 destruccién de los microorganismos por los
fagocitos mononucleraes activados por citocinas 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 activacion de monocitos y
macréfagos, ya que aumenta la fagocitosis elevando la expresion de las
fracciones Fc de las IgG y aumenta la produccion de productos oxidativos del
oxigeno y nitrégeno. Posteriormente, los antigenos protéicos de la Saimonella,
son procasados y presentados por los macrofagos como péptidos en el contexto
de moléculas de clase | y It det complejo principal de histocompatibilidad (CPH) a
linfocitos T CDB y CD4, respectivamente. Los linfocitos CD8 actuan sobre las
células que presenten péptidos unidos a moléculas de clase | del CPH, lisando
estas células, mientras que los linfocitos CD4 responden liberando interfeucinas,;
las cuales modulan la respuesta inmune. Se distinguen dos tipos de linfocitos T
CD4; los Thi1, responsables de la secrecion 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 activacion de macrdfagos y por lo
tanto la eliminacion de la Sa/monella. (1,18,20).



3.-INTRODUCCION



Las infecciones paratifoideas por Sa/monella en aves, se
consideran como una fuente potencial de contaminacién de alimentos para los
humamos, por lo que es un tema de gran interés mundial.(4,5)

Con excepcion de los paises escandinavos y algunas éreas de
operaciones localizadas, las infecciones paratifoideas son comunes en aves
productoras de came o huevo. Las infecciones humanas con S. enteritidis se han
reportado con mayor problema en varios paises de Europa; ocasionando de! 50 al
87% del total de los casos reportados. (4.5).

Por otro lado tenemos lo referente a la infeccion por Salmonelia
gallinarum y Salmonella pullorum que ocasionan en aves Tifoidea aviar y
Pulorosis, respectivamente, no produciendo enfermedad en los humanos; pero
son causantes de severas perdidas econdmicas para los avicultores (6).

A pesar de los programas que se han implantado en todo el mundo
de erradicacion, bioseguridad, vacunacion, desinfeccién y medicacion, contra este
microorganismo; esta enfermedad, continla atacando !a industria avicola
representando un gran impacto sanitario y econémico a esta actividad pecuaria .
Por tal motivo, es necesario que esa industria cuente con métodos eficaces
permitiendo la prevencion de la enfermedad (6,10,23).

La vacunacion tradicional de las aves contra Salmonella gallinarum
con la cepa 9R induce un bajo porcentaje de proteccion al exponerse las aves
vacunadas a cepas virulentas de campo, ademas; de generar un efecto adverso
en la subsecuente produccién de huevo; y la inmunidad inducida puede
desaparacer 5 6 6 meses después de la vacunacién. Por lo tanto, su eficacia sdlo

tiene una aceptacion desde el punto de vista de la industria farmacéutica.(6,24)
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con la cepa 9R induce un bajo porcentaje de proteccién al exponerse las aves
vacunadas a cepas virulentas de campo, ademas; de generar un efecto adverso
en fa subsecuente produccion de huevo; y la inmunidad inducida puede
desaparacer 5 6 6 meses después de la vacunacién. Por lo tanto, su eficacia s6lo

tiene una aceptacion desde el punto de vista de |a industria farmacéutica.(6,24)



Por lo que una alternativa para solucionar el problema de la
salmonelosis en aves explotadas comerciaimente es la manipulacion del sistema
inmunocompetente (23). Una opcion puede ser !a ulilizacion de las Interleucinas
(ILK’s), que actuan como mediadores solubles de |a respuesta inmune especifica
e inespecifica (12,13,15,16,25,27).

En estudios recientes se ha demostrado que linfocitos T
provenientes de pollos hiperinmunizados contra Saimonella enteritidis producen
linfocinas que protegen a las aves contra desafios experimentales con Salmonelia
enteritidis el reto con la bacteria en dosis de 1 X 104, 25X 105 y1 X108
Unidades Formadoras de colonia (UFC). Esta proteccién persiste durante por lo
menos 6 dias cuando se administran estas linfocinas un dia después del
nacimiento. Por lo que se considera una herramienta en el control de la
salmonelosis en aves expiotadas comerciaimente (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 pape! muy importante, ya que estas células T secretan interleucinas las
cuales participan en multiples y diferentes eventos de la respuesta inmune como
son, proliferacién celular {(expansion clonal de linfocitos T y B), diferenciacion de
linfocitos B, activacion de macréfagos y procesos de inflamacién, sélo por
mencionar algunas actividades. (1,16,18). En el ratén y el humano han sido
caracterizadas las siguientes interleucinas: Interleucina 2 (IL-2), Interleucina 3 (IL-
3), Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 5 (IL-5), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8
(IL-8), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 12 (IL-12), IFN-gama (INFy), TNF-Beta
(TNFB), 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).



Considerando que en las aves las interleucinas poseen las mismas
actividades bioldgicas que en los mamiferos, @s importante caracterizar las
linfocinas presentes en el extracto crudo obtenido de linfocitos hiperinmunizados
con Salmonella 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 de la proteccién observada

contra infecciones de Sa/monella.



4.-HIPOTESIS



La IL-2, & INF- gamma son de los principales componentes
presentes en el sobrenadante de esplenocitos de pollo, estimulados con
Concanavalina A (Con A).
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8.-OBJETIVOS



-Obtencién de sobrenadante de esplenocitos de pollo estimulados
con Concanavalina A (Con A).

-Caracterizacion de las actividades de IL-2 y de IFN-gamma en el
sobrenadante de esplenocitos estimulados con Concanavalina A (Con A).



6.-MATERIALES Y METODOS.



Material infectante.

Se utilizd una cepa de Sa/monella enteritidis, donada por e! National
Veterinary Services Laboratory, Ames, lowa. Y una cepa patdgena de campo de
Salmonella gallinarum donada por el Dr. Mario Padrén, denominada U-2.Estas
cepas son resistentes a novobiocina y dcido nalidixico por o0 que se cultivaron en
caldo infusién cerebro-corazén durante 18 hr a 37 C. Este medio de cultivo
contenia 25ug / ml de novobiocina y 20 ug / mi acido nalidixico para inhibir el
crecimiento de otras bacterias. El inculo para el desafio de Salmonella enteritidis
y Salmonella gallinarum fué preparado en un amortiguador de fosfatos estéril. La
concentracién de células viables del indculo, fué determinada mediante
espectrofotometria (Beckman 89212 Philadelphia, USA) y conteo de colonias en
cajas con agar verde brillante.

Polloa para experimestaciébn

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 Produccién Animal: Aves.
Proporcionandoles agua y alimento comercial ad /ibitum, tomando muestras de
ambos, para verificar que su inocuidad.

Inmuaisaciéa de las aves

Aves de dos semanas de edad ( Arbor Acres X Arbor Acres) se
inmunizaron por via oral con cepas de Salmonella ententidis y Salmonella
galinarum, el dia 0 y el dia 14 a una concentracion 1 X 10 8 Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) / ml.



Purificacion y Activacion de Linfocitos T.

Los bazos se extrajeron en forma aséptica y se colocaron en medio
de cultivo celular RPMi 1640 (SIGMA, Saint Louis, MO, EUA), se disgregaron
mediante la utilizacin de un tamiz, las células se recuperaron por centrifugacion
a 250 X g (Sorvali) 10 minutos, a continuacién, el paquete celular se resuspendit
en una solucién para lisar eitrocitos (NHg Cl 0.15 M, KHCO3 1.0mM, EDTA 0.1
mM) y se incubé 7 minutos a 37 C. Posteriormente los leucocitos se sometieron a
dos lavados con solucion balanceada de Hanks (SIGMA Saint Louis, MO, EUA).
El paquete celular fué resuspendido en RPMI 1640; y para eiiminar monocitos y
linfocitos B, se pasaron a través de columnas de algoddn de nylén (Polysciences,
Inc), las cuales habian sido previamente incubadas 30 minutos @ 37 grados
centigrados, 50 % CO, con RPMI-10 (medio RPMI 1640 suplementado con
piruvato de sodio, glutamina, suero fetal bovino (SFB) al 10%) (GIBCO). Los
linfocitos T purificados se recolectaron como células que no se adherieron a la
columna; posteriormente se ajustaron a 2 X 10 © células/mi, ia pureza y viabilidad
se determinaron mediante exclusién con azul tripan obteniendo un 95%. Los
linfocitos T se incubaron durante 48 horas con 7.5 ug/ml de concanavalina A
(Con A) (Pharmacia AB Sweden) el cud! es un mitégeno especifico de linfocitos T.
(19)

Preparacion de linfocinas

A las 48 horas de incubacion de los linfocitos T con |la Con A, la
suspension celular se centrifugd a 250 X g, 20 minutos a 4 C, se racolectd el
sobrenadante, y se le adiciond alfa-metil-manosido a una concentracién 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 filtracion



utilizando membranas de 0.22um. Alicuotas de 1ml de este material fueron
conservadas a -70 C hasta su utilizacion,

Preparaciéa de Sobreanadante de Cuitivo Mixto.

Se obtuvieron esplenocitos de pollo de la forma descrita
anteriormente, y se trataron durante 20 minutos a 37 C, en un ambiente con 5.0 %
CO, con Mitomicina C (Sigma # M. 0503) a una dosis de 40ug/mi. Al término del
periédo de incubacion se lavaron tres veces con solucién balanceadas de Hanks;
y finalmente se ajustaron a una concentracion de 3X10 7 células / ml. { Grupo de
células estimulador).

De otra ave alogénica se obtuvieron iguaimente los esplenocitos y
se ajustaron a una densidad final de 3 X 10 7 células / ml ( Este grupo de células
actué como respondedor). lgual numero de células respondedoras y
estimuladoras se distribuyeron en botellas de cultivo celular de 25 cm? y se
incubaron a 37 C, con 5.0% de CO,, durante 14 dias.(Cultivo Mixto Primario
CMP). Al finalizar el tiempo de incubacién, se cosecharon por centrifugacion 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 de RPMI-10 y se prepar6 un Cultivo
Mixto Secundario (CMS), utilizando condiciones similares; excepto en la
concentracion de células respondedoras, colocéndose 6 X 10 © células / mi (del
CMP) y 2.5 X 10 7células / mi de esplenocitos estimuladores, y se cultivaron
durante 36 horas. Al término de la incubacion, se centrifugaron las célutas a 250
X g, 20 min, se recolectd el sobrenadante y se conservé a -70 C, hasta su
utilizacion.



Obteacién de Linfoblastos.

Los esplenocitos de pollo se incubaron durante 24 horas con 2.5
ug/ml de Con A. Al término del periddo de incubacion se cosecharon por
centrifugacién, 10 min a 250 X g. Las células se lavaron dos veces con 20 ml de
solucion balanceada de Hanks. Los blastos se obtuvieron mediante un gradiente
de densidad en Ficoll-Hypaque (SIGMA), para ello se colocaron volumen a
volumen la suspencion de células y el Ficoll-Hypaque, se centrifugd a 250 X g, 20
minutos a temperatura ambiente . Al término, con una pipeta Pasteur se recolectd
la interfase que contenia la suspension de blastos, y se sometié a dos lavados
con 20 ml de solucion balanceada de Hanks. Finalmente se ajustaron a una
concentracion de 2 X 10 8 célutas / ml, para su posterior utilizacién en el ensayo
de cuantificacién de IL-2.

Bioensayo para la ideatificacién de IL-2.

En una placa de 96 pozos (Nunc F96) y por triplicados se colocaron
100u! ILKSe, ILKSg y CMS (partiendo con diluciones dobles seriadas). A
continuacién se aplicaron 100 ul de la suspencién que contenia a los blastos y se
incubaron 48 horas a 37 C, en un ambiente con 5.0% CO,. Agregando 1 uCi de
Timidina marcada con tritio (Methyl-3H Dupont, Boston), por pozo, durante las
ultimas 24 horas de incubacion. Posteriormente las células se cosecharon en
filtros de fibra de vidrio (SKATRON instruments 11028 England.). En un contador
de centelleo liquido (Beckman LSG600SE, U.S.A.) se midi6 la incorporacion de
timidina .(6, 10). Como testigo positivo se utilizé la linea celular de ratén CTLL2,
dependiente de IL-2 para su proliferacién. Se empled como fuente de IL-2r el
sobrenadante de la linea celular C63. Y como testigo negativo se utilizaron las
células sin IL-2.
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Biceasayo para la identificaciéa de INFY

Los esplenocitos de pollo se incubaron durante 24, 48, 72y 120 hrs
con los ILKSg e ILKSe en concentraciones del 10y 20 % a 37 C en 5.0 % de
CO,. Al término del periddo de incubacion, se cuantificd la expresion de
moléculas clase | y clase Il del CPH de la siguiente manera; 3 X 10 S células/ml.
8@ colocaron en placas de cultivo celular de fondo redondo y se incubaron 30
minutos a 4 C en 100ul de sobrenantes ricos en los anticuerpos, F21-2 IgG de
ratén anti-moléculas clase | del CPH (21), 2G11 IgG de raton anti-molécutas i de!
CPH (11) y F21-21 IgG de ratén anti-B2Microglobulina (21). Posteriormente se
centrifugaron a 250 X g, 5 min a 4 C y el paquete celular se resuspendio en 200ul
de PBS1 (Amortiguador de fosfatos-salino suplementado al 2% con SFB y 0.1%
Azida). Este procedimiento se repitid dos veces. A continuacién se incubé a 4 C
30 min en 100ul de IgG de cabra anti-IgG de raton conjugado con Isotiocinato de
Fluoresceina (Gibco BRL Goat antimouse IgG H+L Premium Quality fitc labeled).
Al terminar el periédo de incubacion se procedid a lavar dos veces con 200ul de
PBS1 y se resuspendieron en 500ul de yoduro de propidio al 0.1%. La intensidad
de fluorescencia se cuantificé en citometria de flujo (FacSort) y los datos se
analizaron por et software LYSIS |l (Becton Dickinson)
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ANALISIS ESTADISTICO.

Andlisis de Regresion. Dicho analisis fué utilizado para determinar
la correlacion entre las diluciones del sobrenadante SellLK, y la proliferacién de
blastos de pollo, como prueba indirecta para evaluar la presencia de IL-2.
Maediante el paquete estadistico SAS (1990).

Anidlisis de Varianza. Fué utilizado para evaluar la expresion de
moléculas clase | y Il del CPH de pollo. Las diferencias entre medias fueron
sometidas a la prueba de rango mdultiple de Scheffe, utilizando los modelos
generales lineares del paquete estadistico SAS (1990).
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7.-RESULTADOS



1 BIOENSAYO PARA LA IDENTIFICACION DE IL-2

Mediante los ensayos de incorporacion de timidina, se observd la
proliferacion de linfocitos T por la presencia de IL-2 en ILKSe, mostrando un
punto 6ptimo de actividad biologica (proliferacion) en la dilucién 1:2 con 17 173
cpm; disminuyendo esta, conforme se bajo la concentracion con el ILKSe;
disminuy6 la proliferacion hasta llegar a la pérdida de dicha actividad en la
dilucién 1:256 con 2711 cpm. En el testigo negativo $/S (sin sobrenadante) se
contaron 3, 238cpm.(Figura 4)

Mediante el andlisis estadistico, se observd una correlacién negativa
significativa ( r= ; P< 0.05, r= 0.64 ) indicando que, a medida que la dilucién del
sobrenadante SselLK aumenta, |a praliferacion de blastos de pollo disminuye.

(Figura 1).

En la figura 2 se demostré que la actividad bioldgica de ILKSg se
consideré casi nula, ya que presenta una incorporacién de timidina de 3, 362 cpm
on Ia dilucién 1:2 como punto méximo, siendo similar al resultado obtenido del
testigo nagativo S/S (sin scbrenadante) con 3,108 com . (Figura 4)

II: BARRERA DE ESPECIE DE LA ACTIVIDAD DE IL-2:

La barrera especie de la IL-2 de pollo, se observé cuando el
sobrenadante ILKSe se empled para mantener proliferando la linea celular de
ratén CTLL-2, como podemos observar en la Figura 3, no se presentd
incorporacion 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 proliferacién que
estimulara a las células, estas murieron. De manera semejante, la IL-2r de ratén
(Sobrenadante de C63) no indujo proliferacion en los blastos de polio,
consiguiendo sélo 2, 643 cpm (Figura 4), podemos demostrar que la falta de
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proliferacion de CTLL2 no se debid a un problema técnico, puas dicha linea
celular proliferé eficientemente cuando se cultivé con IL-2r (Sn de CE3) con una
incorporacion de timidina de 63 691cpm Figura 5.

III: Presencia de INF-y

La actividad de INFy en ILKSe e ILKSg fué detectada indirectamente
por el aumento en la expresion de moléculas de clase | y clase Il del CPH. En la
Figura 6, se muestran |os efectos de la induccién de moléculas clase |, en (A) por
ofecto de ILKSs, presentando un punto méximo de expresion a las 72 hrs , con un
aumento de 41.29 veces el valor basal 12.03 (representado por la intensidad de
flourescencia emitida). Esta actividad decrecid paulatinamente, hasta las 120 h,
sin llegar & |a pérdida de la funcién, ya que todavia fué 12.71 veces el valor
inicial. El efecto producido por ILKSg (B). se comporté de manera similar al
anterior con una méxima expresion también a las 72 h, y decayo sin llegar al valor
basal a las 120 hrs. Se utilizé como testigo positivo, un cultivo mixto secundario
(CMS); ya que se ha descrito con anterioridad que, cultivos celulares estimulados
alogénicamente liberan grandes cantidades de INFy. En este caso, también se
observo un pico méximo de expresion a las 72 hrs, pero en este caso en todos los
tiempos de incubacion se observé un efecto de concentracion.

Mediante el analisis estadistico se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). Ver tabla !.

Al verificar el aumento de moléculas clase 1 (Figura7), los tres
tratamientos mostraron su maxima expresién de manera contraria a |0 demostrado
anteriormente, a las 48 h, aumentando el valor basal (16.56) hasta 61.83 veces, ®
igualfnente este disminuyé al aumentar el tiempo de incubacién. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los (ILKSe, ILKSg ) y sus

24



concentraciones de 10% y 20%. (P<0.05), asi como un efecto dosis respuesta en
{a expresion de moléculas clase | y il dei CPH con CMS. Ver tabla 2.

25



92

20

15

CPM 10-3
)

4% 1 Y ® \6 fglv e \q? 'e?
Diluciones dobles

Figura 1. PROLIFERACION DE BLASTOS DE POLLO POR ILKSe



9

20
sh SN Y= 1173 + (0.001) Xi
: ! X : N l’=0.64 . :
(=]
gw
o
(&)
5
LI BEF I S S S

Diluciones dobles

Figura 1. PROLIFERACION DE BLASTOS DE POLLO POR ILKSe



2

A % » ? \Q.: § & ® 'tp o \&u ’
Diluciones dobles

Figura 2. PROLIFERACION DE BLASTOS DE POLLO POR ILKSg



SR

7>\{.A X

B eaey

“;

&
LIS

N

i el
] 2 8 8 8 8 e 8 i
-— - - -

Diluciones dobles

Figura 3. AUSENCIA DE PROLIFERACION DE LA LINEA CTLL-2 POR ILKSe



62

CPM

1500 -

1.000

Figura 4. TESTIGOS NEGATIVOS




N ——
............. //%// |
e 1
/ 4/

)
i é‘“_‘, .......... e %%// ........................... -
| %/ -------- =

.............................
&40

Figura 5. PROLIFERACION DE LA LINEA CTLL-2 CON IL-2r :



ie

EFECTO DE ILKSe

EFECTO DE ILKSg

media de fuorescencia

BASAL

20 « 72 120 WS,

Figura 6. ACTIVIDAD DE INTERFERON-GAMA EN ILKSe E ILKSg.
Una de las actividades de Interferon-gamma fué detectada por la induccin en fa expresion

de moléculas clase | del CPH de pollo.

Las barras con puntos represertan la concertracion al 10% de ILKSe e ILKSg; y las barrras con rombos

la concentracion al 20%.



: s. EFECTO DE LXSg
EFECTO DE ILKSe

media oe uorescencia

]
o
N

media de linmml‘

.

R,
R S

R

ct -

72 BASAL 28 -

BASAL 24 P 120 HAS. »

L
B S . DI
2
H
g L | %
- PO SRS 31 150! I
3
i PO PPN EEE [ 5055 | BE3E | oot A
e} - ... .- g
s fpe o i s 0 22
SASAL 24 'y T2 120MRS

Figura 7. ACTIVIDAD DE INTERFERON-GAMA EN ILKSe E ILKSg.

Se midid la induccién en a expresidn de moléculas clase || del CPH de polos, para detectar ia
la presencia de intefferon-gama,
Las bamas con puntos representan LKSe e ILXSg en concentracion af 10%, y &l 20 % en las baras con

rombos



INDUCCION DE MOLECULAS DE CLASE I EN ESPLENOCITOS DE POLLO POR EFECTO DE ILKSe

Y ILKSg.
Valor Basal 1203 +005 !

TRATAMIENTO . 24 48 72 120 Hrs
ILKSe 10% 504311032 A 40821026 D 4988210318 152.96 £ 0.19G
ILXSe 20% M08 B 358331040 F 427044263 € 12694 +0.09 B
ILXSg 10% 333024005 D  maszosf o | 14548 x060 H
ILKSg 20% 351822 0.:21 c | 3'20.40 11).73 E . '465.42: :t 045 A 17947+053G
CMS 10% 321.19+040 F 44305+ 007 E 414;93 4017 C 18197+ oo H
CMS 20% 373.26+048 D 45434+041 B 586.6710.53 A 317.58+035 G

Tabla | . Promedio y desviacion estandar de los valores de ILKSe e ILKSg. Tratamientos con diferente literal, muestran diferencias
estadisticamente significativas. P< 0.05.
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INDUCCION DE MOLECULAS DE CLASE Il EN ESPLENOCITOS DE POLLO POR EFECTO DE

ILKSe Y ILKSg.
Valor Basal 11656006 1
TRATAMIENTO 24 a8 72 120 Hrs
SeILK 10% 20886+086 G 899.00+103 B 487362682 D 31296+019 F
SeILK 20% 205.05 % o.v'73(~ G 523961007 c 349.43:1.04 E
SgILK 10% 18000 iO 3 188.71£032 B
SgILK 20% 18925+ _o.;z E 70995509247 | . 477263 o.ié c 177610636
CMS 10% 267032035 F 94800+ 6.;5 B 536.6&0.53 D 101.48+ 061 H
CMS 20% 28625+0.28 D 10244053 A 60936095 C 24122+052G

Tabla II. Promedio y desviacion estindar de los valores de ILKSe ¢ ILLKSg. Tratamientos con diferente literal, muwestran diferencias
estadisticamente significativas. (P< 0.05).
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8.-DISCUSION



Una Opcién para contrarrestar el problema de la saimonelosis en
aves explotadas comerciaimente es la manipulacion apropiada de! sistema
inmunocompetente (2). Al respecto, una posibilidad puede ser la utilizacion de
interleucinas; las cuales actuan como mediadores solubles de la respuesta
inmune especifica e inespecifica, por |0 que han sido utilizadas en tratamientos
para algunas enfermedades de humanos y ratones, demostrando eficacia
(2,4,10).

En trabajos anteriores se demuestra que el efecto del extracto crudo
obtenido de linfocitos T: ILKSg e ILKSe, al ser administrado en aves, y
posteriormente dasafiadas con Saimonella gallinarum y Salmonelia enteritidis,
disminuyd significativamente en mortalidad y en invasion de drganos por la
bacteria. En este trabajé se domostré ia presencia de la IL-2 @ INFy en ILKSe e
ILKSg. La IL-2 de acuerdo con lo reportado con Myers y col. (1992) posee un
efecto de proliferacion en linfoblastos de pollo, al igual que lo reportado en
mamiferos. Al existir esta interfeucina en el sobrenadante nos indica que pudiera
ser la principal interfeucina que produce la proliferacion de células T en la
respuesta inmune contra Salmonella. Sugiriendo que la proteccién bioldgica
observada, podria deberse a la presencia de estas interleucinas.

En particualr la presencia de INFy en ILKSe e ILKSg es de gran
importancia; ya que se ha demostrado en ratones y humanos, que es el activador
mds importante de macréfagos, induciendo la sintesis de enzimas que van mediar
o) estallido respiratorio permitiendo a estos fagocitos profesionales eliminar a los
microorganismos fagocitados. Por 1o anterior se postula que en polios pudiera
inducir ! mismo efecto. Desde que se describieron por primera vez los INFs en
pollo (Isaacs and Lindenmann,1957); se ha obtenido informacién muy limitada 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,
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inducir la expresion de moléculas clase |l det CPH en macréfagos, estimulando ia
transcripcion del gene. De acuerdo con lo descrito por Kaspers y col., el aumento
on [a expresion de moléculas clase [l tisne un pico de expresién a las 48 h
después de |a activacion, lo cué! concordd con los resultados obtenidos en este
trabajo. En lo referente al aumento en la expresitn de moléculas clase | por efecto
de INFy en pollos, se demostré que después de la activacion llega a su méxima
expresion alas72h .

Un hallazgo importante fué la presencia de moléculas clase | y clase
il en linfocitos T de pollo; ya que suguiere que la presentacion de antigeno,
pudiera llevarse a cabo via CD4 y CDB. Al mismo tiwempo los macréfagos
activados secretarian IL-12. Interleucina directamente involucrada en la induccién
de una respuesia de linfocitos Th1, los cuales son los responsables de la
secrecion de IL-2 @ INFy, traducida a una respuesta inmune celular.

Los efectos de la IL-2 e INFy detectados en este trabajo sugieren
que la respuesta inmune de las aves se desarrolla de manera similar a los
mamiferos, con algunas caracteristicas propias de especie.

Estudios para purificar e identificar los genes de las linfocinas
efectoras en pollos, asi como sus efectos protectores se encuentran en progreso.
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9.-CONCLUSIONES



7 Se detects la presencia de IL-2 en SeiLK, demostrando que probablemente
presenta la misma actividad biolégica que en mamiferos, es decir; como factor de
proliferacién de linfocitos 1.

7/ Se detect6 la presencia de INFy, en SelLK y SgILK a través de del mismo
efecto biol6gico ya observado y descrito en mamiferos, es decrir; incrementa la
expresion de moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad.

# Se confirmé la barrera de especie entre mamiferos y aves por la actividad de
estas dos interleucinas.

o Se detecto la presencia de moléculas de ciase | y it del Complejo Principal de
Histocompatibilidad en linfocitos T activados.
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11.-GLOSARIO



Alogénica. Variacion genética entre especie.

p2- microglobulina. Polipéptido que constituye parte de algunas proteinas de
memebrana de las moléculas de clase | del CPH.

Citocinas. Nombre genérico de moléculas solubies, las cuales median
interacciones entre las células.

Concanavalina A. Agente mitégeno de células T.

Complejo Principal de Histocompatibilidad. Region genética, cuyos productos
son principalmente responsables del répido rechazo a injertos entre individuos y
también funciona emitiendo sefales entre los linfocitos y las células
presentadoras de antigeno.

Fagocitosis, Proceso por el cuil las células engoifan material, engolfdndolo
dentro de una vacuola (fagosoma) en el citoplasma.

Interferones. Grupo de mediadores, que aumenta |a resistrencia de las células a
infecciones virales, y actuan como citocina. INFy es también un importante
mediador inmunolégico.

Interleucinas. Grupo de moléculas involucradas en {a sefializacion entre las
células del sistema inmune.

Marcadores CD. Moléculas de superficie de leucocitos y plaquetas que son
identificadas con anticuerpos monoclonales, utilizados para diferenciar
poblaciones celulares.

.legono. Sustancia que actua en las células, particularmente en ios linfocitos,
desencadenando division celular.

NK { natural killer). Grupo de linfocitos que poseen la habilidad intrinseca de
reconocer y destruir algunas células infectadas viraimente o células tumorales.

Linfocinas. Nombre genérico de moléculas involucradas en la sefializacién entre
células del sistema inmune y son producidas por los linfocitos.

TH1. Poblacion de linfocitos con determinado patron de liberacion de citocinas.
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