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SUMMARY 

Avian influenza is a disease of paramount economical importance for the poultry industry. In Mexico, only low pathogenicity H5N2 strain has been 
reported and it is controlled through inactivated-virus inoculation. This emulsified vaccine reduces clinical signs indeed, but not viral shedding. Over 
the last 50 years Transfer Factor (TF) has shown to be an efficient immunomodulator and has been used successfully in human clinical cases, and less 
commonly in animal models. The aim of this work was to establish an avian influenza-specific TF dose able to produce the highest percentage of mRNA 
expression of the following cytokines: IL-2 and IFN-γ. An experiment to show the mRNA expression of these cytokines in chicken previously inoculated 
with avian influenza-specific TF was set up. In the first experiment 0.1, 1 and 10 TF units were inoculated into 3 different groups of chickens; PCR for 
cytokines from splenic tissue was performed. For the second experiment, a second TF inoculation in combination with the vaccine was carried out using 
3 new groups of chicken. Experiment 1: Only IL-2 expression was achieved in 58.33% of chickens using 1 TF unit (P < 0.05). In experiment 2, 75% of 
chickens showed IL-2 with 1 TF unit (P < 0.05) and all of them (100%) expressed IFN-γ (P < 0.01). From these results it can be concluded that IFN-γ 
and IL-2 expression can be induced by the inoculation of 1 TF unit (equivalent to 7.3 μg of protein) at the beginning of the experiment procedure and 
after a second inoculation of TF (10 days after) together with the inactivated virus vaccine. 
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INTRODUCCIÓN el desarrollo de inmunomoduladores eficientes y de fácil 
acceso para la industria avícola nacional, que permitan 

Durante los últimos años se han presentado varios brotes mejorar la respuesta a la infección y disminuyan la dise­
de influenza aviar (IA) en diferentes países del mundo minación del virus. 
(Naeem y Hussain 1995, Röhm y col 1996, Muhammad El Factor de Transferencia (FT), también conocido 
y Muneer 1997, Capua y Marangon 2000). La IA es una como extracto dializable leucocitario (DLE), fue descrito 
enfermedad de gran importancia económica para la industria por primera vez por Sherwood Lawrence (Lawrence 1949). 
avícola, que puede manifestarse clínicamente en el caso Éste es un conjunto de proteínas de bajo peso molecular 
de las cepas de baja patogenicidad, ya sea afectando el (Kirkpatrick 2000), obtenidas de leucocitos de donadores 
tracto respiratorio, reproductivo o urinario o, en caso de sanos o previamente inmunizados y ha sido ampliamente 
las cepas altamente patógenas, provocando un cuadro utilizado debido a su capacidad para transferir una respuesta 
sistémico (Swayne y col 1999) y mortal (Secretaría de inmunocelular en forma antígeno específica en receptores 
Agricultura, Ganadería y Desarrollo Rural 1995). Para no inmunes, así como por su efecto inmunomodulador al 
mantener el control de la enfermedad en nuestro país se incrementar la cantidad de células inmunocompetentes, 
emplean regularmente vacunas inactivadas, que, si bien estimular fagocitosis y hematopoyesis, además de inducir 
reducen el cuadro clínico en caso de brote, no evitan la la producción de citocinas como la interleucina 2 (IL-2), 
diseminación del virus, lo que genera mayor probabili- interferón gamma (IFN-γ) y TNFα (Álvarez-Thull y 
dad de que éste circule entre las parvadas y mute a sus Kirkpatrick 1996, Calzada 2000, Fabre y col 2004, Ojeda 
formas de alta patogenicidad. Debido a esto es necesario y col 2005). Otros efectos de estos extractos y caracteri­

zaciones parciales han sido descritos por los mismos en 
Lawrence y Borkowsky (1983) y Kirkpatrick (1993). 

Aceptado: 23.09.2009. En humanos se ha usado en la protección y el control 
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(Bullock y col 1972, Estrada-Parra y col 1983, Franco-
Molina y col 2004), parasitarias (Delgado y col 1981), 
inmunomediadas (García-Ángeles y col 2003, Flores y 
col 2005) y degenerativas (Pineda y col 2005); mientras que 
en medicina veterinaria ha sido empleado en la prevención de 
algunas enfermedades en suinos (Rojas 1987, Torres 1994, 
Calzada 2000), aves (Klesius y Giambrone 1984, Wilson 
y col 1988) y bovinos (Mateos 1992). 

En los últimos 20 años ha quedado claro que la re­
gulación de la respuesta inmunitaria y otras funciones 
inmunes dependen de un pequeño número de citocinas; 
dos de ellas, la IL-2 y el IFN-γ, son de gran importancia 
en la respuesta inmune celular mediada por linfocitos 1 
(LTH1) y 2 (LTH2) y linfocitos T citotóxicos, particular­
mente en las infecciones virales. 

El objetivo de este trabajo fue determinar, mediante 
la técnica de PCR, la expresión del RNAm de IL-2 
e IFN-γ en bazos de aves tratadas con tres diferentes 
dosis del FT aviar (FT), antes y después de aplicar una 
vacuna inactivada de influenza aviar en emulsión, con la 
finalidad de establecer la dosis de FT capaz de mejorar la 
respuesta inmune celular en aves al inducir la expresión 
de estas citocinas. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

El Factor de Transferencia Aviar (FT) 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 animales se inmuniza­
ron con virus de IA cepa A/Chicken/Hidalgo/H5/1995 
inactivada con formol al 0,5%, a los 15, 20 y 25 días de 
edad (por vía subcutánea) y sacrificados por dislocación 
cervical cinco días después para obtener sus bazos. Los 
bazos fueron procesados según lo descrito por Fabre y 
col (2004), éstos se maceraron con malla de aluminio y 
30 mL de solución salina isotónica (NaCl 0,85%); el mace­
rado se sometió a 10 ciclos de congelación-descongelación 
(a -70 °C y 37 °C) y se dializó por centrifugación a 5000 g 
(centrífuga Legend modelo Mach 1.6 R) en tubos Amicon1 

Ultra-15 con corte de 10 KDa. El dializado se esterilizó 
por filtración con una membrana de 0,22 μm y se fraccionó 
en tubos de 1 mL. Se estableció como una unidad de FT 
el producto extraído a partir de 4 x 106 células y éste se 
cuantificó con el micrométodo del ácido bicincónico (BCA) 
según especificaciones del proveedor. El equivalente en 
proteínas de una unidad de FT fue 7,3 g. 

El resto del estudio se realizó en dos experimentos: 

EXPERIMENTO 1 

Evaluación de la respuesta de las citocinas al tratamiento 
con FT exclusivamente: 

Cat No. UFC901096. Amicon Ultra. Millipore. 

Se utilizaron 68 pollos machos, línea Ross, alimentados 
ad libitum, clínicamente sanos, de 10 días de edad, que 
se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos de 16 
pollos. Del grupo 1 al 3 fueron inoculados con 0,1, 1 
y 10 unidades (U) de FT en 0,2 mL, respectivamente, por 
vía subcutánea, y el grupo 4, que funcionó como testigo, 
fue inoculado con 0,2 mL de solución salina fisiológica 
(SSF) por la misma vía. Posteriormente se obtuvieron los 
bazos de 4 pollos por grupo a los 4, 7 y 10 días después 
de aplicar el FT. 

EXPERIMENTO 2 

Evaluación de la respuesta de las citocinas al trata­
miento con FT y vacuna inactivada de influenza aviar en 
emulsión. Los cuatro animales restantes de cada grupo, 
se inocularon diez días después con las mismas dosis del 
FT por vía intradérmica y con 0,5 mL de vacuna por vía 
subcutánea y siete días después se obtuvieron los bazos 
correspondientes. Se incluyó un grupo testigo que sólo 
recibió la vacunación. 

EXTRACCIÓN DE RNA 

Se maceraron 80 mg de tejido esplénico por animal y 
se almacenaron en 500 μL de Trizol2 a -20 °C hasta su uso. 
La extracción de RNA se realizó con Trizol de acuerdo 
con el protocolo comercial. 

El RNA obtenido se transcribió a DNA complementa­
rio (DNAc) usando una transcriptasa inversa MMLV-RT3 

mediante el siguiente protocolo: A 3 μg de RNA contenidos 
en 13 μL de agua dietil pirocarbonato (DEPC), se añadie­
ron 2 μL del oligo dT (0,5 μg/μL), se incubó a 65 °C/10 
min y posteriormente a 4 °C/5 min. Se agregaron 15 μL 
de la mezcla de reacción (agua DEPC, 6 μL solución 
amortiguadora 5X, 200 U M-MLVRT, 1,2 μL dNTP’s 
400 μM, 3 μL DTT 100 mM) y se incubó a 37 °C/1 hora 
y a 95 °C/5 min; terminada la reacción se centrifugó 5 
segundos y se resuspendió en 20 μL de agua DEPC. La 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realizó en 
un volumen de 25 μL con 2,5 μL de DNAc, 0,05 mM de 
MgCl2, 200 M de dNTP’s, 0,2 M de iniciador β-actina 5’ 
(CCC TGA AGT ACC CCA TTG AAC ACG) e inicia­
dor β actina 3’ (CCT CGG GGC ACC TGA ACC TCT) 
y 1U de Taq polimerasa, en las siguientes condiciones de 
amplificación: 30 ciclos de 94 °C/45 seg, 60 °C/45 seg, 
72 °C/90 seg y 1 ciclo de 72 °C/7 min (termociclador 
marca Techne TC-312). 

Los productos de las PCR se corrieron en un gel de 
agarosa al 1% que se tiñó con bromuro de etidio. Una 
vez obtenida la banda correspondiente al gen constitutivo 
(β-actina) se procedió a realizar la PCR para ambas citocinas. 
Para IL-2 se utilizaron las condiciones de amplificación 

2 Invitrogen Cat. No. 155596-018.

3 Invitrogen Life Technologies. Cat. No. 15596026.


68 

1 



EXTRACTOS DIALIZABLES DE LEUCOCITOS, CITOCINAS, RESPUESTA INMUNE CELULAR, PCR 

y los iniciadores F: AGT GTT ACC TGG GAG AAG 
T y R: TTA CCG ACA AAG TGA GAA TC descritos 
por Loza (2003) en un volumen de 25 μL con 2,5 μL de 
DNAc, 2,5 mM de MgCl2, 200 μM de dNTP’s, 0,8 μM 
de cada iniciador, gelatina molecular al 0,001% y 1U de 
Taq polimerasa; para IFN-γ se emplearon las condiciones 
y los iniciadores F: GTG AAG AAG GTG AAA GAT ATC 
ATG GA y R: GCT TTG CGC TGG ATT CTC A citados 
por Rothwell (Rothwell y col 2004) en un volumen de 
25 μL con 2,5 μL de DNAc, 2mM de MgCl2, 200 µM de 
dNTP’s, 0,2 μM de cada iniciador y 1U de Taq polime­
rasa. Posteriormente se registraron y contabilizaron los 
resultados de las expresiones, como presencia y ausencia 
de la banda correspondiente a cada citocina. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

De estas frecuencias, se realizó la prueba de Ji- cuadrada 
de homogeneidad y la prueba exacta de Fisher. 

RESULTADOS 

En la figura 1 se presenta un ejemplo de las bandas 
obtenidas con los distintos iniciadores. Todas las muestras 
fueron positivas al gen constitutivo (β-actina) al amplificar 
el producto esperado de 582 pb; mientras que solo en 
algunas de las muestras se amplificaron los productos de 
IL-2 (469 pb) e IFNγ (702 pb). 

En el cuadro 1 se muestran los porcentajes de bazos 
en los que se detectó la expresión del RNAm de IL-2 
correspondiente al experimento 1, donde se observó 
diferencia significativa (P < 0,05) en la distribución de 
las frecuencias entre tratamientos. En el tratamiento 1 
(0,1 unidades) el 25% de los animales fue positivo; en el 
tratamiento 2 (1 unidad), el 58,33% fue positivo y en el 
tratamiento 3 (10 unidades) el 100% resultó negativo. Para 
el tratamiento 4 (SSF) el 25% resultó positivo. 

Figura 1. Ejemplo de los productos amplificados por PCR de 
las muestras de bazos. Bandas correspondientes a IL-2, IFN-γ 
obtenidos de pollos estimulados con FT y vacunados contra 
influenza aviar. 

Example of PCR product amplification in spleen samples. 
IL-2, IFN-γ mRNA and β-actin expression obtained from TF stimulated 
and avian influenza vaccinated chicken. 

Con respecto a IFN-γ la prueba no detectó una diferencia 
significativa (P > 0,05), por lo que todos los tratamientos 
fueron iguales respecto a la distribución de positivos 
y negativos a la expresión de IFN-γ. No se observaron 
diferencias entre los tiempos de obtención del bazo (4, 7 
y 10 días) postratamiento, por lo que en el experimento 2 
se obtuvieron únicamente al día 7 postratamiento. 

En el cuadro 2 se observan los porcentajes de expresión 
del RNAm de las citocinas que corresponden al experi­
mento 2. Se encontró diferencia estadística significativa 
(P < 0,05) en la distribución de las frecuencias de casos 
positivos de expresión de IL-2 entre tratamientos donde 
se muestra que fue el tratamiento 5 (solo vacuna) en el 

Cuadro 1. Porcentaje de bazos con expresión positiva del 
RNAm para IL-2 e IFN-γ obtenidos de aves estimuladas con 
tres diferentes dosis de FT. 

Percentage of IL-2 and IFN-γ mRNA expression in spleens 
obtained from previously TF stimulated chicken using three different 
dosages. 

Dosis Positivos % 
Grupo Tratamiento (Unidades) IL-2 IFN-γ 

1 FT 0,1 25,00* 58,33 

2 FT 1,0 58,33* 33,33 

3 FT 10,0 0,00* 75,00 

4 Placebo – 25,00* 66,67 

*	 Diferencia significativa en los tratamientos para la expresión de 
IL-2 (P < 0,05) 

*	 Significant difference among treatments for IL-2 expression 
(< 0,05). 

Cuadro 2. Porcentaje de bazos con expresión positiva de IL-2 
e IFN-γ obtenidos de aves estimuladas con FT y vacuna contra 
influenza aviar. 

Percentage of IL-2 and IFN- γ mRNA expression in spleens 
obtained from TF stimulated chicken and avian influenza vaccination. 

Dosis Positivos % 
Grupo Tratamiento (Unidades) IL-2 IFN-γ 

1 FT+Vacuna 0,1 0,00* 100,00† 

2 FT+Vacuna 1 75,00* 100,00† 

3 FT+Vacuna 10 75,00* 25,00† 

4 Placebo – 25,00* 0,00† 

5 Sólo Vacuna – 100,00* 25,00† 

*	 Diferencia significativa en los tratamientos para expresión de IL-2 
(P < 0,05). 

†	 Diferencia altamente significativa en los tratamientos para expresión 
de IFN- γ (P < 0,01). 

*	 Significant difference among treatments for IL-2 expression 
(P < 0,05). 

†	 Highly significant difference among treatments for IFN- γ expression 
(P < 0,01). 
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que se observó la mayor frecuencia de casos positivos 
(100%), seguido por los tratamientos 2 y 3, ambos con 
75% de casos de expresión positiva para IL-2. 

En lo que corresponde a la expresión de IFN-γ tam­
bién se observó diferencia significativa (P < 0,01) y en los 
resultados se puede ver que sobresalen los tratamientos 1 
y 2 con 100% de casos positivos a la expresión de dicha 
citocina, mientras que la vacuna solo indujo la expresión 
de esta citocina en un animal. 

DISCUSIÓN 

En este estudio se observó que al aplicar una unidad de FT 
(equivalente a 7,3 μg de proteína) al inicio del experimento 
y 10 días después otra unidad de FT junto con una vacuna 
inactivada de influenza aviar se aumentó el porcentaje de 
animales que expresaron el RNAm de IFN-γ (100%) e IL-2 
(75%) con respecto a la vacuna sola (25%) y al placebo. 

En mamíferos el IFN-γ es reconocido como una im­
portante citocina con efecto pleiotrópico, producida tanto 
en la respuesta innata como en la respuesta adaptativa; 
su papel en la protección hacia infecciones virales ha 
sido ampliamente estudiado y se sabe que participa en 
la activación de células NK, neutrófilos y macrófagos 
(Samuel 2001), incrementa la presentación de antígenos 
virales, activa linfocitos T citotóxicos, favorece el perfil 
TH1, la producción de anticuerpos (Yilma y col 1989, Stark 
y col 1998, McCormick y col 2001, Schijns y col 2002) y 
el cambio de isotipo a IgG2 (Snapper y Paul 1987, De Wit 
y col 2004). El papel del IFN-γ como inmunomodulador 
también ha sido estudiado en aves: Lowenthal demostró 
que si se administra como adyuvante junto con eritrocitos 
de carnero la respuesta de anticuerpos se incrementa diez 
veces (Lowenthal y col 1998); en la respuesta a microor­
ganismos se ha asociado a protección en aves infectadas 
con la enfermedad de Marek (Kaiser y col 2003) y se ha 
demostrado que el IFN-γ recombinante disminuye la carga 
parasitaria en pollos desafiados con Eimeria (Lillehoj y 
Choi 1998). Por su parte la IL-2 es una citocina impor­
tante ya que favorece la proliferación de linfocitos T y 
B, e induce a las células fagocíticas a producir citocinas 
proinflamatorias como el TNF-α y la IL-8; en un estudio 
en aves se demostró que la IL-2 recombinante aplicada 
antes de la estimulación antigénica con Salmonella indujo 
la expresión in vitro de citocinas proinflamatorias (IL-8) 
y del perfil TH1 (IL-18) (Kogut y col 1998). 

Hasta donde se pudo investigar, no se encontraron 
reportes sobre la dosis efectiva del FT en aves; en otros 
estudios realizados en diferentes especies se ha establecido 
la dosis dependiendo del número de células obtenidas 
en la suspensión linfocitaria antes de romperlas (Fabre 
y col 2004). Para la presente investigación se decidió 
determinar la dosis con la cuantificación de proteínas del 
producto ya dializado por considerarla una forma más 
sencilla y exacta que la cuenta linfocitaria. En este trabajo 
se estableció 1 unidad de FT (equivalente a 7,3 μg) como 

la dosis efectiva en pollos ya que a esta dosis se indujo el 
mayor porcentaje de expresión del RNAm de IL-2 en el 
experimento 1 y del RNAm de IFN-γ e IL-2 en el expe­
rimento 2. Las otras dos dosis de FT (0,1 y 10 unidades) 
evaluadas en ambos experimentos no resultaron tan efec­
tivas, ya que el porcentaje de animales que expresaron el 
mensajero para estas proteínas fue menor; por otra parte, 
se observó que el FT aplicado sin el estímulo antigénico 
(experimento 1) no moduló la expresión de IFN-γ en 
ninguna de las dosis probadas con respecto al testigo 
negativo; esto pudo ocurrir debido a que los animales 
presentaron una expresión basal de dicha citocina, por lo 
que ésta ya no se modificó de una manera significativa o 
bien porque es necesaria la presencia del antígeno para 
modular la expresión de IL2 in vivo. En otros estudios se 
ha observado el aumento de IFN-γ en ratones cursando 
una infección crónica con tuberculosis o infectados con 
herpes virus simple y tratados con FT (Álvarez-Thull y 
Kirkpatrick 1996, Fabre y col 2004). 

Debido a su disponibilidad, bajo costo y al hecho de 
que el FT aumenta la expresión del RNAm de IFN-γ e 
IL2, se sugiere incluirlo en la formulación de la vacuna 
inactivada contra IA para evaluar si coadyuva a mejorar 
los niveles de protección y disminuir la excreción viral, lo 
que contribuiría a un mejor control de la enfermedad. 

RESUMEN 

La influenza aviar es una enfermedad de gran importancia económica 
para la industria avícola. En México sólo se ha reportado la cepa H5N2 
de baja patogenicidad y ésta se controla mediante la vacunación con virus 
inactivado. Esta vacuna en emulsión reduce la presencia de signos, pero no 
la eliminación viral. Desde hace más de 50 años se ha informado acerca 
de la eficacia del Factor de Transferencia (FT) como inmunomodulador 
en casos clínicos humanos y en menor cantidad en modelos animales. El 
objetivo de este trabajo fue el de establecer la dosis que produce un mayor 
porcentaje de expresión del RNAm de dos citocinas: IL-2 y de IFN-γ. Se 
diseñó un experimento para evidenciar la expresión del RNAm de estas 
dos citocinas en pollos previamente inoculados con FT específico para 
influenza aviar. En la primera fase se aplicaron 0,1, 1, y 10 unidades 
de FT a diferentes grupos de pollos, posteriormente se realizó la PCR a 
partir de tejido esplénico. En la segunda fase se aplicó el FT junto con 
la vacuna a tres nuevos grupos de pollos. Del experimento 1 solamente 
IL-2 tuvo un porcentaje mayor de positivos (58,33%) con 1 unidad 
(P < 0,05). En cambio, en el experimento 2, con 1 unidad se obtuvo 
75% de positivos para IL-2 (P < 0,05) y 100% para IFN-γ (P < 0,01). 
De estos resultados su puede concluir que al aplicar una unidad de FT 
(equivalente a 7,3 μg de proteína) al inicio del experimento y 10 días 
después otra unidad de FT junto con la vacuna inactivada de IA se indujo 
la expresión del RNAm de IFN-γ e IL-2. 
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