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PRESENTACION

La Patologia Aviar ha logrado constitufrse en una de las
disciplinas mds destacadas de la Medecina Veterinaria,
en los dltimos afos, como consecuencia del desarrollo
acelerado de la industria avicola y de los avances cien-
tificos y tecnoldgicos, producto de la investigacion cien-
tifica.

En Colombia, durante las dos tltimas décadas, la indus-
tria avicola se ha destacado por su crecimiento y Su conse-
cuente impacto socioecondémico. No obstante, creemos
que la investigacion basica y aplicada en Patalogia Aviar
no marchan al mismo ritmo de progreso. Particularmente
nos preocupa la falta de programas académicos a nivel de
pregrado y posgrado, que propendan por la construccién
de una Escuela Nacional de Patélogos Aviares, como
corresponde a la importancia real de la industria avicola
del pais.

El aporte del Doctor Jorge E. Ossa Londoiio, apunta
hacia esa meta de desarrollo, acorde con los mas recientes
descubrimientos cientificos y con el futuro de la Medicina
Veterinaria Colombiana, cuales han sido sus mds vehe-
mentes preocupaciones profesionales.



La Inmunologia es el centro del pensamiento médico de
hoy, como lo fue ayer la Patologfa y lo serd mafana la
Biologia Molecular. Ningiin otro tema podria ser, enton-
ces, mas indicado para contribuir al esfuerzo de los pione-
ros de la Patologfa Aviar de Colombia, por la construc-
cién de una base cientifica para asegurar el desarrollo de
esta disciplina.

El texto esté dirigido, primordialmente, a estudiantes y
profesionales de la Medicina Veterinaria; pero, por su
enfoque filogenético y comparativo, también Biol6gos y
Microbiblogos podrian encontrarlo de utilidad. Por todo
lo anterior, el Politécnico Colombiano “Jaime Isaza Ca-
david”, se complace en presentar BASES DE INMU-
NOLOGIA AVIAR, como una obra finica en su género,
en nuestro medioy de gran trascendencia para el desarro-
llo del sector pecuario.

LUZ MARINA HENAO HIDRON
Rectora

FABIO NELSON ZULUAGA TOBON
Vicerrector Académico
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PREFACIO

Bases de Inmunologla Aviar es el producto de inquietudes y
estimulos cultivados a través de varios afios de ejercicio
investigativo y docente. Se trata, no solamente, de producir una
version colomblana del tema, objetivo de por sf justificable, sino
también de cumplir un compromiso académico con mi profesion
y con la Inmunologfa.

El texto esta dirigido para el estudiante y el profesional de la
medicina veterinaria, quienes encontraran informacién para
satisfacer algunas de sus inquietudes y observaciones clinicas.
Igualmente es recomendable para el bidlogo, el veterinario y el
microbiblogo con intencién de incursionar en el area de la
Inmunologla: en el texto se encuentran enunciados algunos de los
enigmas fundamentales que podran servir de introduccion, antes
de proseguir al terreno mas complejo de la Inmunologfa de los
mamiferos.

Lo anterior merece una explicacion: realmente no creo que la
Inmunologia Aviar sea menos compleja en su estructura
fundamental; pero en la actualidad, tenemos mas informacién
sobre mamfferos que sobre aves: por lo tanto cuando hablo de
complejidad no me refiero al sistema mismo, sino al estado actual
de la informacion.

Permitaseme finalmente tratar de dar respuesta ala pregunta que,
seguramente, ya se ha formulado el lector: es tan grande la
diferencia entre aves y mamiferos para justificar un tratamiento
separado del tema?.

La respuesta es doble. Para el médico veterinario, en su practica
rutinaria de vacunaciones, tratamientos y manejo en general, al
momento de formular sus recomendaciones, los principios
inmunoldgicos que ha de tener en cuenta, son basicamente los
mismos para aves y para otras especies. Sinembargo, desde el
puntode vista basico, sitenemos que reconocer que existen varias
y muy fundamentales diferencias como se desprende de la
informacién presentada en el texto.
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El sistema inmunol6gico, a través de la escala zooldgica ha
evolucionado en forma sostenida; es decir, sin grandes ruturas
como si ocurrié con el metabolismo (de ectodermos a
endodermos), o con la reproduccion (de oviparos a viviparos). Por
ello, la division entre vertebrados mayores y menores, ademas de
ser ambigua, carece de sentido cuando se trata del sistema
inmunolégico.

Finalmente debo anunciar que Bases de Inmunologia Aviar, no
es un trabajo terminado, sino un proyecto permanente de servicio
a la medicina veterinaria colombiana, para lo cual espero contar
con los comentarios y sugerencias de todos los lectores.
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1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista de la inmunologia propiamente dicha, las
aves han jugado un papel protagénico en la consolidacién deesta
ciencia, sirviendo de modelo animal para definir la dicotomia entre
la inmunidad humoral y la inmunidad celular, enunciada
tedricamente desde el siglo anterior, Yy para determinar el caracter
de inmigrantes de los linfocitos de la bursa y del timo.

Aparte del anterior argumento que podria parecer puramente
académico, las aves representan la segunda especie mas
importante en la produccion de proteina para consumo humano,
después de los bovinos y seguidas de muy cerca por los porcinos;
ademas, algo mas importante, es el hecho que las aves son,
después de los bovinos de leche, la especie mas eficiente para la
conversion de proteina y energia. Todo esto puede dar una idea
delimpacto econémico y social de estas especies y delaavicultura
como especialidad de las ciencias pecuarias.

Como podriamos definir el papel de la inmunologia en la avicultura
moderna?

Pues bien, atn para el iniciado en el estudio de ecologla de las
enfermedades infecciosas, es claro que la gran densidad de
poblacién que implica la avicultura rentable, y el estrés a que se
someten las aves, entre otras cosas por el consumo de grandes
cantidades de alimento para obtener el méaximo crecimiento en el
menor periodo de tiempo, hacen del galpén un excelente caldo de
cultivo para bacterias, virus, hongos y otros parasitos. La avicultura
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moderna so6lo es posible gracias a lainmunologla que ha permitido
el desarrollo de vacunas para la gran mayoria de enfermedades
infecciosas.

Para empezar a entender la inmunologla aviar, es importante
pensar en la posicién filogenética de las especies aviares con
relacion a los mamiferos. Las aves aparecieron en la era del
mesozoico, después de los reptiles y antes de los primeros
mamiferos, los marsupiales. Aves y mamiferos tenemos en los
reptiles un ancestro comin y por lo tanto se espera que el sistema
inmunoldgico, que es también el producto de la evolucion, tenga
mecanismos basicos comunes. Podriamos precisar mas el
concepto anterior diciendo que las aves siendo especies mas
evolucionadas que los reptiles, pero menos evolucionadas que los
mamiferos, deben tener un sistema inmunol6gico mas complejo
que los primeros, pero menos complejo que el de los segundos.
Efectivamente es asf; las diferencias principales se sefialan en la
tabla 1.

C B

Tabla 1. Principales diferencias entre el sistema inmune de las
aves y los mamiferos.

Presencia de bursa.

- Timo lobulado (como también ocurre en bovinos).

- Ausencia de ganglios linfaticos.

— Glébulos rojos y trombocitos (plaquetas) nucleados.

- Glandula Harderiana linfoide.

— Glandula pineal linfoide.

- Linfocitos B de larga vida.

~ Ausencia de IgD e IgE.

- Trombocitos fagociticos.

- Antigenos de histocompatibilidad B-G y B-F en glébulos rojos.

o J
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La figura 1 muestra los dos érganos primarios del sisterna inmune
de las aves; el timo y la bursa de Fabricio, y presenta ademas, un
esquema de la organizacién de este (itimo 6rgano. La funcién de
la bursa fue descubierta en 1956 cuando Bruce Glick encontré que
las gallinas bursectomizadas muy pronto después del nacimiento,
carecfan de la capacidad de producir anticuerpos. El
descubrimiento funcional del timo, por su parte, ocurrié a
principios de la década del 60 cuando investigadores ingleses
encontraron que los ratones timectomizados carecen de la
capacidad para hacer una respuesta inmune celular, es decir, son
incapaces de hacer una reaccién de hipersensibilidad retardada
(hipersensibilidad cutanea del tipo de la tuberculina), son
incapaces de rechazar injertos y ademas los linfocitos de estos
ratones son incapaces de hacer una reaccién de injerto contra
huésped.

Figt

Fig. 1. Representacién esquematica de la bursa y el timo de las aves. Notese el
timo multilobulado, la organizacién en pliegues y foliculos en la bursa y la
comunicacion entre bursa y cloaca.

Antes del descubrimiento funcional de estos drganos existian
algunas hipétesis que los relacionaban con la maduracion y el
vigor sexuales, debido a la asociacion cronolégica de la
maduracion sexual y el mayor tamafio, que no la mayor actividad,
de estos 6rganos. Realmente esta asociacion no ha sido explicada
convenientemente. También se pensé que el timo estaria asociado
con la formacién de la cascara del huevo, debido a la relacion
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embriologica y anatomica entre este 6rgano y la glandula
paratiroides que algunas veces conduce a fallas en la
organogénesis donde se encuentran islotes de células de un
6rgano enclavadas en el otro, conduciendo todo esto a
interpretaciones erradas de las manipulaciones quirdrgicas
experimentales.

La tabla 2 presenta un resumen cronolégico del desarrollo de
sistema inmunolégico de la gallina durante la vida embrionaria y
después del nacimiento.

( |

Tabla 2. Cronologia de la respuesta inmune humoral en las
aves.

Periodo de incubacion:
— Formacion de la bursa (dia 4)
- Inmigracion de linfocitos prebursales (dias 7-12)
- Linfocitos con IgM en la bursa (dia 12)
Linfocitos con Ig en el bazo (dia 14)
~ Excrecion IgM (dia 18)
Capacidad inmune contra glébulos rojos de oveja (dia 18)
- Emigracion de linfocitos posbursales (dia 18)
- Capacidad de produccion de IgG en la bursa (dia 21)
Periodo postnacimiento:
- Capacidad inmune contra el virus de Newcastle (dia 1)
- Capacidad de produccion de IgG en el bazo (dia 3)
-- Capacidad inmune contra Salmonella (dia 16)
- Proceso de maduracion de linfocitos B terminado (dia 28)
Méaximo tamano de la bursa (10-15 semanas)
- Involucion total de la bursa (23-25 semanas)

N 7
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2. ONTOGENIA Y FUNCION DE LA BURSA DE
FABRICIO

La bursa es un érgano linfoepitelial que tiene su origen en una
invaginacion de tejido endodérmico y ectodérmico a nivel de la
region ventral del proctodeo, entre los dias cuatro y cinco de
incubacion. La bursa est4 compuesta de una capa serosa que la
recubre en la parte mas exterior y dos capas musculares que se
disponen perpendicular u oblicuamente una a la otra; la luz del
organo estad compuesta por células epiteliales que se disponen en
pliegues, de los cuales existen entre diez y quince. La bursa esta
conectada con el exterior a través de un ducto que desemboca en
la pared dorsal de la cloaca.

Inicialmente se pensé que los linfocitos que aparecen en la bursa
entre el dia siete y el dia catorce de incubacién, tenian origen en’
el mismo tejido epitelial de la bursa o en el saco de la yema. Ahora
se sabe que estas células se originan en tejido mesenquimal del
embrién y que la migracién hacia la bursa y hacia el timo se
produce en perfodos de tiempo determinados, quiza bajo la
influencia de factores quimiotacticos no caracterizados. En la
Figura 1 se observa la cronologia de la inmigracion de linfocitos al
timo y a la bursa en la codorniz. En la gallina el periodo de
receptibilidad de la bursa va del dia 8 al dia 14 y en el caso del timo
las olas de inmigracion duran 36 horas. Para el momento de la
eclosion la bursa ya ha sido completamente poblada, mientras que
el timo todavia es susceptible de ser colonizado por linfocitos.
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Como mencionamos anteriormente, la gallina fue el modelo donde
se pudo determinar la inmigracién de linfoncitos a la bursa y al
timo. Los primeros experimentos en ese sentido fueron hechos por
Moore y Owen, en 1965, cuando mediante la produccién de
parabiontes demostraron ¢ue por lo menos algunas de las células
linfoides de la bursa provenian del exterior. (La parabiosis consiste
en la anastomosis de vasos sanguineos de dos embriones lo que
permite que las células de un embrién circulen en el otro; algo
similar se produce naturalmente en terneros mellizos y este
fenémeno fue también de importancia en la formulacién de las
teorfas inmunolbgicas).

Posteriormente Le Douarin y colaboradores, produjeron quimeras
entre embriones de gallina y embriones de codorniz,
aprovechando que los tejidos embrionarios de estas especies no
se rechazan entre si, mientras que las células de una y otra se
pueden distinguir por la morfologia del nticleo (ver Figura 2). Para
el efecto se practica una bursectomia a un embrién de gallina, por
ejemplo, antes del dia ocho y se eoloca en su lugar una bursa de
codorniz extraida de un embrion de menos de siete dias, es decir,
cuando las bursas ya se han formado, pero antes de que hayan
sido invadidas por linfocitos. Posteriormente podremos ver, como
enla Figura 2, que las células de la bursa son efectivamente de la
codorniz mientras que los linfocitos que la han invadido provienen
de la gallina.

Volvamos ahora a los pliegues de la bursa. Cada uno dec estos
pliegues esta poblado por 1000 foliculos y cada uno de estos es
el producto de la diferenciacion y la multiplicacion de las células
inmigrantes, también llamadas prebursales, de las cuales llegan
unas 10 a cada foliculo entre los dias 8 y 14 de incubacion. Los
foliculos son polihédricos y estan limitados entre si por una
membrana basal y haciala luz de la bursa estan cubiertos por tejido
epitelial y coronados por el tejido epitelial asociado a los foliculos,
el cual tiene una gran importancia para el normal desarrollo y
funcionamiento de la bursa, como lo veremos mas adelante (ver
Figuras 3, 4 y 5).

Cada uno de los 10 linfocitos precursores que llegd al foliculo da
origen a 10.000 linfocitos B periféricos o sea, que cada foliculo



contribuye con un millén y cada pliegue con mil millones para entre
los 10 a 15 pliegues de la bursa conformar el total de 10.000
millones de linfocitos B que tiene un ave aduita.

En este momento podriamos preguntarnos por qué algunos
linfocitos viajan a la bursa mientras que otros lo hacen al timo. La
respuesta no se conoce y todo parece indicar que los linfocitos
precursores no estan especialmente predestinados sino que la
calidad de linfocitos B se adquiere al interior de la bursa,

Nos faltaba decir que cada foliculo consta de una zona medular y
una zona cortical, separadas por una membrana basal.
Aparentemente no existen diferencias entre los linfocitos de unoy
otro compartimiento (Figura 6). Ademés de linfocitos, en la bursa
se pueden encontrar macréfagos y células plasmaticas tanto en la
corteza como en la médula.

Antes del paso por la bursa los linfocitos no poseen ninguna
capacidad de produccion de anticuerpos, pero ya en el dia 12 de
incubacion aparecen linfocitos con IgM en el citoplasma y en la
superficie, lo cual indica que ya estan en capacidad de producir
esta clase de inmunoglobina. La capacidad de producir IgG se
adquiere también en la bursa en el dia 21 de incubacién y
posteriormente aparece la IgA.

Las células después de su diferenciacion en la bursa no requieren
mas de este érgano para su posterior diferenciacion; esto tiene
lugar a nivel de bazo y de otros agregados linfoides periféricos
cuando el linfocito B se pone en contacto con el antigeno
correspondiente.

La capacidad de un linfocito para responder a “tal o cual”
determinante antigénico se adquiere precisamente en la bursa,
pues al momento de la llegada a este 6rgano los linfocitos
precursores no han rearreglado los genes de las
inmunoglobulinas. Lo anterior se puede explicar en los siguientes
términos: el linfocito precursor tiene la informacién genética
necesaria para producir anticuerpos contra todos los
determinantes antigénicos posibles, pero para que esta
potencialidad se haga efectiva, es necesario que los genes de las
cadenas constantes de las inmunoglobulinas se ensamblen
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adyacentes a los genes de las cadenas variables (la cadena
variable es la que lleva el fragmento que se une al antigeno, por lo
tanto es la que determina la especificidad). Aquf, podrfamos decir,
que es donde radica la importancia mayor de la bursa de Fabricio.

Cada uno de los 10 precursores que llegé a un foliculo da origen
a 10 especificidades diferentes y en esta forma podrfamos calcular
contra cuantos determinantes antigénicos es capaz de reaccionar
una gallina: si tenemos que a cada foliculo llegan 10 linfocitos
precursores y cada uno de ellos da origen a 10 especificidades
diferentes, tendrfamos 100 especificidades por foliculo, 100.000
por pliegue y 1 a 1.5 millones en toda la bursa; este seria el maximo
nimero de anticuerpos diferentes que un ave es capaz de
producir.

Estos mismos calculos nos permiten comprender que el ave
inmunologicamente competente dispone de clones de 10.000
linfocitos cada uno, con capacidad de responder, cada clon,
contra un determinante antigénico dado. Estas células en estado
de reposotieneninmunoglobulina en su citoplasma y en superficie,
dirigida contra su antigeno correspondiente; pero mientras la
ctlula no se ponga en contacto con ese antigeno, esta
inmunoglobulina no se produce para exportacion (fuera de la
célula). Estas inmunoglobulinas de superficie sirven de receptor
paralainteraccion entre el linfocito B y su determinante antigénico.
En el momento de la respuesta, es decir, cuando se produce la
union con el antigeno, con el macréfago y con el linfocito T, ese
clon de linfocitos B se expande dando lugar como ya lo
mencionamos, a linfoblastos, células de memoria y células
plasmaticas (ver Figura 7). Los linfocitos B predominan en la bursa,
en la glandula Harderiana (donde constituyen el 80%) y en las
amigdalas cecales (50%).

A este respecto, sinembargo, se ha creado una interesante
discusion en los Gltimos 2 a 3 afos; algunos autores consideran
que solo la IgM aparece en la bursa y que la IgA y la IgG aparecen
en sitios periféricos, sin influencia de la bursa y quiza bajo
influencia directa del antigeno respectivo. Las bases para aseverar
lo anterior son estudios moleculares que demuestran que sélo o
mayoritariamente, se encuentra RNA mensajero de cadenas



pesadas IgM vy livianas Lamda en la bursa de Fabricio; v,
adicionalmente, por el hecho que los linfocitos B aln a las 5
semanas después del nacimiento son capaces de restablecer la
funcién de las células B en aves bursectomizadas o tratadas con
ciclofosfamida.

Como dijimos anteriormente, las aves han servido de modelo para
dilucidar la dicotomfa de la inmunidad humoral y de la inmunidad
celular; ello ha sido posible gracias a la existencia de un lugar
especffico para la maduracién de log linfocitos B, lo cual facilita la
manipulacion experimental. En primer lugar se puede hacer
bursectomia quirtirgica como ya lo mencionamos, desde las 70
horas de incubacién; en esta forma se pudo determinar el papel
de la bursa y el cronograma ontogénico de los linfocitos B.
También se puede hacer bursectomia: hormonal a base de
testosterona; para el efecto se utiliza una solucion de propionato
de testosterona en la que se sumergen los huevos embrionados.
El efecto de la hormona es sobre el tejido epitelial asociado al
foliculo; tal parece ser que sino se forma este tejido o si se interfiere
con él en alguna forma, la inmigracion de los linfocitos no se da o
cesa en caso de que ya se haya iniciado.

Existen dos formas adicionales para hacer una bursectomia. A
través de sustancias quimicas como el mibolerone que es un
analogo sintético de la testosterona y tiene el mismo efecto o la
ciclofosfamida que ejerce su accién sobre los 4cidos nucleicos,
pero tiene accién relativamente especifica contra los linfocitos B:
en este (ltimo caso, si se interliere con los linfocitos B, habra
regresion de la bursa y desaparicion del tejido epitelial asociado a
los foliculos. Esto nos indica pues, que existe una dependencia
muy estrecha entre la presencia de linfocitos en la bursa y células
epiteliales asociadas a los foliculos. Una forma adicional de hacer
una bursectomia funcional de la bursa es mediante la aplicacién
de anticuerpos contra inmunoglobulina M; si recordamos que la
primera inmunoglobina que expresan los linfocitos es la M, lo cual
ocurre desde el dia 12 de incubacion, entonces se puede,
mediante anticuerpos contra esta molécula, destruir los linfocitos:
asl el ave tratada sera incapaz de producir anticuerpos tanto M
como GyA.

23



f 4

1 2 3 4 56 7 8 9 10
B e e e s
Hatching
Bursa L —
Jhys — - - -

Fig. 1. Cronograma de la colonizacién linfocitaria de la bursa y del timo en la
codorniz.

Fig. 2. Demostracién de la inmigracién de linfocitos a la bursa. Quimera
ggg&na—.oodorniz. donde la células bursales son de gallina y los linfocitos son de
orniz.
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Fig. 3. Bursa de Fabricio de un embrién de gallina los

19 dias de incubacion.
Nétese la organizacion folicular.

Fig. 4. Bursa de pato de un dia de edad. Nétese el arreglo en pliegues, la
diferenciacién de los foliculos y la corona de epitelio asociado a los foliculos.
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Fig. 5. Desarrollo normal de la bursa en una gallina de 40 dias de edad. Nétese

la ;sgp;araclén de los foliculos y la diferenciacion de una zona cortical y una zona
medular.

Fig. 7. Representacién esquemética del desarrollo de la diversidad del repertorio

de anticuerpos en la gallina. Esto tiene lugar en la bursa durante el periodo de
incubacién.
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Hablemos por un momento del ducto de la bursa que conecta a
este 6rgano con la cloaca. No se sabe con certeza cuél es el papel
real de esta conexién a primera vista inconveniente; tal vez fue esta
la raz6n para que Jerdnimo Fabricio de Aquapendente pensara en
un principio que la bursa era el sitio de almacenaje de los
espermatozoides. La realidad es que es posible inmunizar un ave
mediante la aplicacién de antigenos por via anal o a través del
ducto de la bursa. El esfinter anal, al menor estimulo fisico o
quimico inicia movimientos que pudiéramos llamar de peristalsis
reversa que puede conducir sustancias y particulas al interior. En
estudios experimentales que han utilizado la ligazén del conducto
de la bursa han encontrado que las aves experimentales tienen
niveles reducidos de anticuerpos naturales contra glébulos rojos
de otras especies y contra la Escherichia coli. Lo anterior indica
que puede ser a través del ducto de la bursa que el ave logra la
estimulacién antigénica para producir tales anticuerpos
“naturales”. Aparentemente este estimulo empieza a ser efectivo
desde el dia 19 de incubacion, cuando comienzan los movimientos
respiratorios y con ellos la toma de antigenos a través del ano.

Finalmente debemos mencionar que la bursa crece hasta lograr
su maximo peso entre la décima y la décimoquinta semanas, para
empezar luego un descenso que continta hasta la semana 23 - 24
cuando s6lo queda un botédn fibroso (ver Figuras 8 y 9). Los
cambios histologicos asociados con la involucion de la bursa
empiezan con la presencia de vesiculas en los foliculos; estas
vesiculas o quistes crecen hasta llenar todo el foliculo y contienen
un material mucinoso. Luego desaparece el tejido epitelial
asociado a los foliculos y finaimente hay fibrosis completa. (Figura
10).

Es interesante senalar que no se ha podido encontrar una
asociacion entre tamano relativo de la bursa y mayor eficiencia
productiva ni con mayor eficiencia inmunolégica. En el mismo
sentido se ha demostrado que la brusectomfa quirirgica no
interfiere con el crecimiento ni con la ganancia de peso (siempre
y cuando el ave se mantenga en condiciones medioambientales
controladas. Para terminar este capftulo vale la pena mencionar
que algunos estudios han encontrado que ademas de la bursa
pueden existir sitios alternos para la diferenciacion de los linfocitos
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B. Estos hallazgos se han hecho en aves bursectomizadas a las
60 horas de incubacién, en las cuales, contrario a lo esperado, se
puede encontrar alguna produccién de anticuerpos del tipo IgM.
(Sila bursectomia se hace un poco mas tarde, cuando el proceso
de formacién de la bursa ya se ha iniciado, no se encuentra
ninguna produccion de anticuerpos). Estos estudios esperan
confirmacién pero ya se ha sugerido que la glandula Harderina
podria ser ese sitio alterno de diferenciacién de linfocitos B (méas
adelante volveremos a este tema). Por otra parte, hay
informaciones que indican que la bursa también cumple un papel
de 6rgano inmunoldgico secundario (a modo de placa de Peyer)
después de que ha cumplido su papel primario. A este respecto
vale la pena sefialar que existe mucha simulitud morfolégica entre
una placa de Peyer y la bursa (como veremos también mas
adelante).

Addenda para la meditacién:

Una publicacién de 1987 (Weil y Reynaud del Instituto Jacques
Monod de Francia) introduce una interesante discusion acerca del
programa ontogenico de los linfocitos B de las aves. En mamiferos
las células B se renuevan cada dos a cuatro dfas a partir de células
madres de la médula ésea. Este no es el caso de las aves, donde
la bursa sélo es receptiva entre los dias 8 y 15 de incubacion, de
tal suerte que durante este perfodo maduran los linfocitos B y estos
deben persistir durante toda la vida; algo similar a lo que ocurre en
el timo (tanto en mamiferos como en aves). En otras palabras, la
diversidad de las células B en los mamiferos se estaria generando
diariamente, mientras que la diversidad de las células B enlas aves
Se genera entre los dias 7 y 15. Estos conceptos muy autorizados
por cierto, introducen una profunda diferencia en estas especies.
En un principio, quizd sin mucho beneficio de inventario, se
pensaba que las células B del mamifero diferenciadas a nivel del
6rgano equivalente de la bursa (el higado fetal), persistian durante
toda la vida del individuo. Todo esto, de paso, nos lleva también al
problema de la memoria inmunolégica que como se menciona en
otra parte de este trabajo, tendré que ser revaluada, pues no puede
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haber memoria inmunol6gica en células B si estas células se
renuevan cada dos a cuatro dfas. La memoria (toda) tendrfa que
recidir en las células T que si son de larga vida.

Los autores mencionados calculan que a cada foliculo de la bursa
s6lo llegan dos linfocitos (en vez de 10) como lo calcularon otros
y que cada uno de ellos s6lo da lugar a una especificidad (y no a
10), con lo cual el repertorio del ave s6lo serfa de 20.000. La
diversidad adicional serfa el producto, no de nuevas clonas de
linfocitos sino del rearreglo genético a nivel de la cadena variable
liviana de la inmunoglobulina mediante la utilizacion de
seudogenes cercanos.

Estos son pues, problemas centrales de la inmunologia que no
estan completamente dilucidados y donde las aves estan
suministrando la informacion basica para poner a prueba los
conceptos preexistentes.



3. ONTOGENIA Y FUNCION DEL TIMO

El timo, como la bursa de Fabricio, es un organo linfopitelial de
origen ectoendodérmico, el primero en aparecer entre todos los
6rganos linfoides. El primordio del timo hace su aparicion al 50.
dia de incubacién a partir de los segmentos 3 y 4 de la faringe; (en
aves mas primitivas como el pingiiino, y en los reptiles también
participa el segundo segmento).

Al dia 5.5 ocurre la separacion del primordio de la faringe y en un
periodo de 36 horas, entre los dias 7.5 y 8.5 tiene lugar la primera
ola de invasién de linfocitos, los cuales ya existian desde el dia 3.5.
Dos nuevas olas de invasién ocurren durante la incubacién pero
solamente los linfocitos que llegan al final reemplazan totalmente
alos primeros. (Como mencionamos anteriormente el caracter de
inmigrantes de estos linfocitos se demostré con las guimeras de
gallina y codorniz).

Al dia 9 aparecen dos I6bulos y al dia 10.5 ya existe una capsula
que los cubre y los invade dando lugar a la formacién de los
lobulillos o foliculos. A los 13 dlas se puede observar una clara
demarcacion entre las zonas medular y cortical en cada foliculo
(recordemos que la misma demarcacién existe en la bursa, pero
en forma mucho més clara que en el timo); a los 15 dfas hay
presencia de corptisculos de Hassall cuya funcién no es clara pero
estan asociados con un timo funcional. (Figuras 1y 2).

Amedida que crece el embriény se elonga el cuello los dos 1é6bulos
del timo se dividen dando lugar finalmente a un organo

31



Fig. 1. Estructura normal del timo en gallinas. Nétese la zona cortical méas densa
y la zona medular menos poblada de linfocitos.

multilobulado (7 I6bulos a cada lado) que se extiende a lo largo
delvago y de la yugular, desde la cavidad toracica hasta la tercera
vértebra cervical en la gallina o hasta la mandibula en otras aves
como los halcones.

El crecimiento progresivo del timo es més notorio a partir del dia
10, con un incremento marcado al momento de la eclosion y en
forma sostenida hasta el momento de la maduracion sexual. El
peso del timo, en condiciones normales se relaciona mas con la
edad del ave que con su peso corporal.

La corteza del timo estad densamente poblada de linfocitos
mientras que en la médula la poblacién es menor; los linfocitos de
la corteza se consideran inmaduros mientras que los de la médula
son los que finalmente dejaran el timo para poblar los érganos
linfoides secundarios.

Como dijimos inicalmente, la funcién del timo ha estado
clasicamente relacionada con el rechazo de trasplantes, las
reacciones de hipersensibilidad y la reaccion de injerto contra
huésped. (Esta Ultima consiste en la capacidad de los linfocitos T
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maduros, transfundidos de un individuo sano a otro
inmunosuprimido, para rechazar al nuevo huésped). También es
funcién del timo coadyuvar enla respuesta humoral contra algunos
antigenos.

Estas funciones, asl descritas son un buen resumen de la
respuesta inmune celular, pero hoy sabemos mucho mas acerca
de los mecanismos celulares y moleculares responsables de esas
funciones, como lo veremos en el capftulo sobre la fisiologfa de la
respuesta inmune. Aqul debemos sefalar sinembargo, que
aunque tenemos hoy mayor informacion todavia no logramos
entender a cabalidad ciertos aspectos como los mecanismos de
tolerancia contra lo propio, es decir, en condiciones normales,
cémo el ave no se destruye asi misma; desconocemos los
mecanismos de regulacién de la respuesta inmune, los
mecanismos de restriccidn genética del linfocito T, no esta
completamente claro cudles son los mecanismos celulares y
moleculares que conducen a la activacién del linfocito T,
desconocemos los mecanismos de la memoria inmunoldgica a
nivel del linfocito T y més atin a nivel del linfocito B, etc.

Hasta hace algunos afios se pensaba que el timo desaparecfa
lotalmente como ocurre con la bursa; por lo menos en los
mamiferos se crefa asf; pero aparentemente, tanto en aves como
en mamiferos el timo permanece funcionalmente durante toda la
vida. Es cierto que disminuye el tamaiio, principalmente a
expensas de la corteza, pero la médula permanece Y se cree que
las oleadas de linfocitos descritas durante la incubacion y al
nacimiento se siguen dando durante toda la vida.

Adicionalmente a la funcién inmune, al timo se le ha demostrado
una funcién hematopoyética con base en la presencia de
precursores eritroides muy tempranos.

Otros interrogantes que vale la pena sefialar, con relacion a la
ontogenia y funcién del timo son los siguientes:

Los linfocitos que inmigran al timo tienen alguna caracteristica
especial que los dirige hacia este 6rgano? cudl es el factor
quimiotéactico producido por el timo?



Qué es lo que ocurre en el timo que conduce a la seleccion y
maduracion de unos linfocitos que salen a poblar los érganos
linfoides secundarios, mientras que otros son retenidos y
destruidos?

Cémo “aprenden” los linfocitos a reconocer el complejo mayor de
histocompatibilidad de su huésped (necesario para que se
produzcan las interacciones celulares que hacen posible tanto la
fase inductora como la fase efectora de la respuesta inmune) y de
huéspedes alogénicos (para entrar a rechazar un transplante)?

Los linfocitos de la corteza timica son altamente susceptibles a los
corticoides; es este el agente “selector” de los lifoncitos? A
propésito, cada vez que ocurren situaciones donde los corticoides
estan elevados, como es el caso de la maduracion sexual, la muda
e infecciones, ocurre una reiativa y transitoria atrofia timica. (Figura
3).

Fig. 2. Timo de pato de 7 dias de edad. Nétese un corplsculo de Hassall.

De todas maneras, desde el dia 12 de incubacién podemos hablar
de linfocitos T en el pollo, pues a esta edad ya se encuentra en la
superficie de estas células la enzima deoxinucleotidiltransferasa
terminal que es una de las caracteristicas de esta célula. Desde
antes del nacimiento se pueden demostrar linfocitos capaces de
efectuar una reaccién de injerto contra huésped (méas adelante
veremos el modelo experimental para probarlo). Al nacimiento los
linfocitos T tienen capacidad de rechazar injertos, y de responder
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contra mitdgenos de linfocitos T como la fitohemaglutinina vy la
concanavalina A. (La timectomfa del ave conduce a no rechazo,
no reaccion de injerto contra huésped, no reaccién de
hipersensibilidad retardada y a defecto parcial enla produccién de
anticuerpos).

Loslinfocitos T de las aves a diferencia de los mamfferos no forman
rosetas con glébulos rojos de carnero, tienen receptores Fc y
antigenos la; pero en com(n con los mamiferos estos linfocitos
responden a mitégenos y no son adherentes (al plastico, al vidrio
o al nylon).

Los linfocitos T constituyen el 60-70% de los linfocitos circulantes
y el 55% de los linfocitos del bazo. La localizacién en el bazo ocurre
especfficamente en las zonas periarteriolares, en la pulpa rojay en
los sinusoides. En la bursa existe, dorsal al ducto, un pequeio foco
o nido de linfocitos T.

La reaccion de hipersensibilidad retardada en aves se puede
demostrar con tuberculina, con toxina diftérica, con dinitrofenol y
con gamaglobulina humana. La fitohemaglutinina, inoculada en
forma intradérmica, da lugar a una infiltracién de basofilos similar
a la llamada hipersensibilidad basofflica cutanea descrita por
algunos autores en mamiferos.

La enfermedad de injerto contra huésped tiene un excelente
modelo en las aves: si inoculamos en un embrién en forma
intravenosa o en la cavidad alantoidea, linfocitos T alogénicos (de
otro individuo de la misma especie) podemos esperar que se
presente esplenomegalia y focos de infiltrado linfoide en la
membrana corioalantoidea y muerte del embrién en 5 a 6 dias. Se
trata de un ataque del injerto inoculado, contra las células
hematopoyéticas del receptor. Esto se da también en forma natural
por intercambio de linfocitos al momento del parto en placentados,
por ingestion de linfocitos en el calostro o en la medicina moderna
por transplante de médula 6sea o en menor escala por transplante
de pulmén e higado.

La inmunidad celular del ave también es susceptible de estudio
con el cultivo mixto de linfocitos in vitro; se trata ni mas ni menos
que de un modelo de la reaccion de rechazo o de injerto contra
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huésped. Los linfocitos de un individuo mezclados en el mismo
tubo de ensayo con linfocitos de otro individuo alogénico,
reaccionan con proliferacion acelerada al reconocer los antigenos
de histocompatibilidad extrafios.

Los linfocitos T citotdxicos, los encargados de la deteccion y la
destruccion de células infectadas por virus o células tumorales
también existen enlas aves. De ellos se sabe que estan restringidos
genéticamente lo que equivale a decir que sélo reconocen y
destruyen células modificadas del mismo huésped o de otro muy
parecido desde el punto de vista de la histocompatibilidad. Como
dejamos implicito anteriormente, el sistema inmune tiene que
reconocer tanto lo extraiio como lo propio!

Finalmente, la funcién de los linfocitos T tiene que ver con la
activacion de los macréfagos. Los monocitos y macréfagos
pueden fagocitar y destruir agentes invasores en forma
inespecffica, pero esa funcién es mucho més eficiente cuando los
macréfagos, bajo la influencia de linfoquinas (que son el producto
de la respuesta inmune celular, como los anticuerpos son el
producto de la respuesta inmune humoral), logran un estado de
activacion que conlleva un aumento de tamano, de actividad
metabdlica y de capacidad destructora. La principal linfoquina
involucrada en este proceso parece ser el interferén gamma.

Una funcion adicional que clasicamente se le ha atribuido a los
linfocitos T es la regulacién de la respuesta inmune a través de las
células supresoras. Estas células supresoras descritas tanto en
mamiferos como en aves han sido fuertemente desacreditadas en
los ultimos meses. Todo parece indicar que tales células T
supresoras no existen y que para explicar la regulacion de la
respuesta tendremos que pensar en otros mecanismos como la
red idiotipica y en los macréfagos a través, estos ultimos, de la

produccion de prostaglandinas como principal mediador de -
regulacion negativa.

A nivel intratimico en el ave se conoce muy poco, pero en
mamiferos se han descrito varias series de células (reticulares y
monociticas) con las cuales los linfocito T, en proceso de
diferenciacion, estarfa estrechamente relacionados. Se describen
rosetas de linfocitos T en estrecho contacto con esos macréfagos,
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pero nada se sabe acerca del tipo de informacién que estas células
estarfan intercambiando.

En mamiferos hablamos de linfocitos CD4 y CD8 refiriéndonos a
marcadores de superficie que han llegado a reconocerse mediante
anticuerpos monoclonales. En aves el reconocimiento de
subpoblaciones similares de linfocitos apenas esta empezando y
todo parece indicar que en aves existe una division similar. Los
anticuerpos monoclonales CTLA 3,4 (Chicken T lymphocyte
Antigen) reconocen una poblacién de linfocitos T homéloga a los
linfocitos CD8 del mamifero y el monoclonal CTLA 1 y 6 reconocen
la subpoblacién homéloga de CD4. Con estos instrumentos se ha
logrado hacer una primera aproximacién a una pregunta de
muchos afios atrés: el virus de la enfermedad de Marek que ataca
linfocitos T afecta los linfocitos ayudadores o los linfocitos
citotéxicos? Todo parece indicar que los afectados son los
linfocitos ayudadores y esto aumenta la similitud fisiopatoldgica
entre la enfermedad de Marek de la gallina y la infeccion con el
virus de la Inmunodeficiencia Humana.

Fig. 3. Atrofia de los I6bulos del timo en gallinas, 5 dias después de lainoculacién
con E. coli. Comparese con el control no inoculado a |a izquierda,

37



“

28kl 2538 ey NOEMOlN sb 08! B1 521906 6382 92 0N 9
CONSCMSIe N NERRIso

& sonchndpdien 800 ¢ >0 eokooind ot 2omaiian aovalmem n3
FNRLGT SBOONCOS | 5 008l NN oup SNiNeQUa el 29CABSIEM
ab cinsimicoroas! @ :ave 63 eelsnelcrom ogloudling
¥ ObrELBnNme Ai=e 3ANM0S adliooinil b ewalmis 2annissiiontus
80 shmin odleiib soy sl 2ave ne sup Wwothal a0ssg obal
T nesididl) 26 AJTO «oimnolONOM sGqisLdiine

sol & spuemon T aoilootril ab NOIEIIOG SN NSO (NSMINA
moytw @noldenom & v crelman et 300 sofaoint
&7 92 20 i 2ates 10 MO ab spolmod ndiagidondue &
2P q 67U B nobahieas swenhy vy woard obengo!
$O8AS BUL MeTeM b bsbonmeing 5l oL wuniv b adte 20As soroum
sofiooinlf 20l © 20mbatuys olizonl gol seln T eofcolnil
ul no2 pchalels a0l ip wotbni someg oboT “eoobwiolo
atigmie 5l ginEstwE teo ¢ erobsbuys 2010k

e nod uym:anwmw:bm
i:nsmi‘-l aunv

 mdnii o 8 3 2ECQesT it &

e wmh“dnm‘ & g8
BUBLOE £ 5 cRleIon

leitngn 5 8os arewared e 3 Aco

w



4. FASE INDUCTORA DE LA RESPUESTA INMUNE

En este capftulo voy a tratar de cubrir los conceptos relacionados
con antigenos, érganos infoides secundarios, el complejo mayor
de histocompatibilidad, la fisiologla de la respuesta inmune yla
inmunidad de las mucosas o respuesta inmune secretoria. Con
estos conceptos podremos dar una respuestainicial a tres grandes
interrogantes: CUANDO, DONDE y COMO tiene lugar la respuesta
inmune.

4.1 Antigenos

Coneltérmino antigeno se define atoda sustancia capaz de inducir
una respuesta inmune humoral o celular, en un huésped
inmunocompetente. Clasicamente se ha considerado a las
proteinas como a los mejores antigenos y ello se debe a su alto
peso moleeular y a su complejidad estructural; sinembargo, los
carbohidratos y los lipidos también pueden ser antigenos (la
combinacion de estos compuestos como en una glicoproteina o
un dlicolipido generalmente resulta en mejorla de la capacidad
antigénica).

Normalmente las sustancas propias del organismo no son buenos
antigenos (excepto en problemas de autoinmunidad y entonces
hablamos de autoantigenos); la razén, como ya lo discutimos en
el capitulo anterior, es que los linfocitos a Su paso por el timo
“aprenden” atolerar lo propio para evitar el “horror autotoxicus” o
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autoinmunidad; adicionalmente en el timo “aprenden” los
linfocitos a reconocer lo propio para poder efectuar
posteriormente todas las interacciones celulares necesarias en la
fase inductora y en la fase efectora de la respuesta inmune, como
veremos mas adelante.

Un microrganismo, asi sea el menos complejo, como un virus, por
ejemplo, estda compuesto de varias proteinas, glicoproteinas,
nucleoproteinas y en algunos casos lipidos, si se trata de un virus
con envoltura como el de New Castle. De esta manera, un ave
infectada debe producnr una respuesta contra cada uno de estos
antigenos. - (112 ;

i ' & B
N ! e s

Pero recordemos en este momento que cada uno de los
componentes del virus, digamos una glicoproteina esta
compuesta de multiples residuos de aminoacidos y de cadenas de
carbohidratos 'y que esos Tresiduos se organizan
tridimensionalmente en el espacio dando lugar a una estructura
muy compleja. Contra esta sola estructura vamos a tener multiples
respuestas inmunes pues un linfocito B o T so6lo es capaz de
reconocer una pequena parte de dicha estructura (digamos entre
6 y 10 aminoacidos) de tal manera que teéricamente podriamos
tener 34 respuestas diferentes contra una proteina de 340
aminoacidos.

El anterior no es un calculo real; pueden ser mas o menos, pero el
ejemplo es valido para comprender que la respuesta inmune es un
proceso muy costoso y posiblemente redundante y exagerado.

Sirecordamos la teoria de la seleccion clonal de Burnet, que sigue
siendo la teoria fundamental del pensamiento inmunolégico,
podemos entender que un linfocito de aquellos que maduraron en
labursa oeneltimo, sélo reacciona y es capaz de proliferar cuando
se pone en contacto con su antigeno especffico (aqui entendemos
por antigeno especifico, el pequefio pedacito de la proteinay nada
mas). En forma méas apropiada debemos llamar a este pequeio
pedazo del antigeno determinante antigénico.

Las preguntas que podemos formularnos en este momento son
las siguientes: para qué tantas respuestas? seran todas
necesarias? serantodas convenientes? actuaran todas en defensa

L
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del huésped?. La aspiracién del autor es que la lectura de este
trabajo deje una respuesta clara, si bien nunca definitiva, a estos
interrogantes.

Digamos, en resumen, para responder a la pregunta CUANDO se
produce la respuesta inmune, que ella ocurre cuando un huésped
maduro e inmunocompetente se pone en contacto con un
antigeno (esto a nivel del huésped); pero a nivel celular podemos
decir que un linfocito responde inmunolégicamente CUANDO se
pone en contacto, en forma apropiada (esto lo explicaremos més
tarde) con su determinante antigénico respectivo. Estos
conceptos basicos y simples nos seran de gran utilidad para
estudiar la fisiologia de la respuesta inmune.

4.2 Organos Linfoides Periféricos

Clasicamente se consideran érganos primarios o centrales del
sistema inmunoldgico a la médula 6sea, el timo y a la bursa; ello
es cierto para mamiferos y aves por igual. La funcién de estos
organos centrales es la generacién (médula) y la diferenciacién
(timo y bursa) de linfocitos. Una vez cumplida esta funcién, los
linfocitos deben migrar a los 6rganos linfoides periféricos (o
secundarios) donde estas células esperaran el contacto con sus
antigenos respectivos. Como se menciona en otra parte de este
capitulo, las células migran a sitios especificos: los linfocitos T a
areas llamadas timo-dependientes y los B a &reas
burso-dependientes, en un proceso de migracion dirigida a través
de receptores presentes en las células endoteliales de algunas
vénulas.

En las aves son 6rganos linfoides secundarios los siguientes: el
bazo, el GALT (tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal),la
glandula Harderiana y la glandula pineal. No existen ganglios
linfaticos en la gallina como existen en los mamiferos; solo
agregados linfoides organizados en foliculos, pero sin capsula, sin
hilio y sin vasos linfaticos mayores.

A nivel gastrointestinal debemos distinguir las placas de Peyer, las
amigdalas cecales, algunos agregados linfoides en urodeo y
proctodeo y algunos autores consideran que también la bursa de
Fabricio pertenece en este conjunto, principalmente después del
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nacimiento cuando se considera que la bursa ya ha cumplido con
su funcién central y sigue cumpliendo un papel de 6rgano
secundario hasta su involucién total. (Figuras 4 y 5).

Las células linfoides de las placas de Peyer estan separadas de la
luz intestinal por una membrana de células M (células con
Microvellocidades) las cuales permiten el paso de algunas
particulas y antigenos que entran en contacto inmediato con los
linfocitos a este nivel. Las tonsilas o amigdalas cecales son dos
agregados linfoides que vigilan la entrada (o salida) de los ciegos
y tienen caracteristicas similares a las de las placas de Peyer. En
aves de 12 semanas se encuentran hasta 5 6 6 placas de Peyer,
mientras que en aves mayores se encuentra solamente una placa
a nivel de la unién ileoceal. En algunas especies como el pato, las
placas de Peyer son anulares, es decir que mas que una placa son
un anillo linfoide que cubre toda la pared del intestino.

Desde hace muchos afios se habia sugerido que la glandula pineal
(sin una funcion definida pero asociada con desarreglos del
crecimiento somético o con hiperactividad sexual) era un
agregado linfoide en las aves, con células Ty B y con capacidad
de produccién de anticuerpos (Figura 6). Finalmente, la glandula
Harderiana (presente en el tercer parpado) contiene un agregado
de células plasméticas y en las aves se considera que es el mayor
agregado de células plasmaticas conocido. No se sabe con
seguridad si las células de la glandula Harderiana son inmigrantes
y existen evidencias de que la diferenciacién blastica tiene lugar
alli mismo; se ha sugerido también que esta glandula pudiera
suministrar el micromedio ambiente necesario para la
diferenciacion de células B, pues recordemos que una
bursectomia muy temprana (60 horas de incubacion) no resulta,
como se esperarfa, en una completa ausencia de células B. La
glandula Harderiana podrfa ser como se menciond anteriormente,
el 6rgano alterno para esta funcion. La ultima informacion
conocida por el autor a este respecto, sefiala que las células de
esta glandula producen principalmente IgA (48%) e IgG (22%);
s6lo unas pocas producen IgM (12%). Los investigadores
concluyen que la glandula Harderiana podria ser un sitio de
maduracién postbursal de las células B. (Figura 7).
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Fig. 1. Placa de Peyer en el fleon de una gallina de 5 semanas de edad.

Fig. 2. Perfil histolégico de una placa de Peyer de gallina, a los 12 semanas de
edad. Nétense las vellosidades normales a la derecha.
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ﬁg.da. Arreglo folicular en una placa de Peyer de gallina a las 12 semanas de
edad.

Fig. 4. Histologia de la mucosa intestinal a nivel de la placa de Peyer. Nétese la
elevacién de la mucosa y la presencia de células M.
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En resumen, para responder a la pregunta DONDE ocurre la
respuesta inmune, digamos que esta puede ocurrir, 0 porlo menos
iniciarse, en cualquier parte del organismo, pero principalmente en
los Organos linfoides periféricos que son los sitios donde los
linfocitos maduros se encuentran “acuartelados” a la espera de su
determinante antigénico para Iniciar una respuesta.

4.3 El Complejo Mayor de Histocompatibilidad

El concepto del complejo mayor de histocompatibilidad empez6
aaclararse en el raton a partir de los Gltimos afios de la década de
los afios 40, cuando se demostré la base genética del rechazo de
injertos. Se trata de un complejo genético presente en el
cromosoma 17 del rat6n (H-2) y en el 6 del humano (HLA) que
codifica por proteinas de superficie celular. Este es un sistema
genético muy polimérfico de tal suerte que encontrar dos
individuos al azar que sean portadores de la misma informacién
genética a este nivel es un evento muy poco probable. En mellizos
idénticos sf se espera que esta informacién sea la misma y los

hermanos no idénticos sg espera que compartan parcialmente
esta informacion.

Podriamos decir que los antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad son los marcadores de la individualidad
biolégica de un sujeto, y consecuentemente estos son los
antigenos que determinan el rechazo de un organo extrao.
Asociada a esta funcién de rechazo de 1o no propio, el complejo
mayor de histocompatibilidad también contiene informacién
relacionada con la mayor o menor capacidad que tiene un
individuo para producir una respuesta inmune contra un antigeno
determinado.

El complejo mayor de histocompatibilidad se ha encontrado en
todaslas especies que se han estudiado: BoLA, en bovinos (bovine
leukocyte antigens); ELA, en el equino (equine leukocyte
Antigens); Complejo Benlagallina. Enla gallina el complejo consta
de 3 loci: B-G que codifica para antigenos presentes en los
glébulos rojos: B-L que son los antigenos correspondientes a los
antigenos clase Il en el hombre y estan presentes en monocitos,
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en macréfagos, en linfocitos B y en linfocitos T activados;
finalmente, B-F que corresponden a los antigenos de clase | y se
expresan en globulos rojos y en linfocitos.

Los antigenos B-F empiezan a aparecer al momento del
nacimiento y aumentan progresivamente hasta el dfa noveno de
edad. En el timo los linfocitos de la médula adquieren estos
antigenos mientras que los de la corteza permanecen negativos.
Funcionalmente, se ha demostrado que solo los linfocitos T, B-F
positivos tienen capacidad de efectuar una respuesta de injerto
contra huésped; con lo cual se demuestra que estos antigenos en
los linfocitos T son indicadores de la maduracién ontogénica de la
célula. En la practica veterinaria podemos ver mucho mas
claramente la importancia practica del complejo mayor de
hiscompatibilidad si consideramos el caso de las gallinas
resistentes a la enfermedad de Marek; la resistencia esta asociada
con la informacién genética a nivel de este complejo,
especificamente a nivel del locus B-F; las gallinas B-F21 son
altamente resistentes, mientras que las B-F19 son altamente
susceptibles. Otras funciones importantes del complejo B en la
respuesta inmune seran mencionadas en el capitulo sobre
fisiologia de la respuesta inmune.

4.4 Fisiologia de la Respuesta Inmune

Habiendo analizado el origen, la localizacion y la diferenciaciéon de
los principales actores de la respuesta inmune: los linfocitos T y B;
conociendo su especificidad por los determinantes antigénicos y
el reconocimiento de lo propio a través de los antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad, concentremos la
atencion en la tercera pregunta que nos hemos formulado: COMO
tiene lugar la respuesta inmune.

En forma natural los antigenos penetran en un huésped a través
de las mucosas, principalmente. A este nivel actlian una serie de
mecanismos de defensa, no especificos que incluyen factores
fisicos como el estornudo, quimicos como pH y las enzimas
hidroliticas y biologicos como la competencia microbiana, que
eventualmente impiden el progreso de una infeccion.
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Las primeras células en llegar al sitio de la injuria son los heter6filos
(que son el equivalente de los neutréfilos de los mamfferos) y luego
los monocitos/macréfagos. Estas células tienen la funcién de
fagocitar y destruir el invasor y a la vez enviar sefales
quimiotacticas que atraen més células al sitio de la agresién, dando
lugar a la respuesta inflamatoria clasica, con vasodilatacion que
facilita lamovilizacion de células y con la liberacion de factores que
invben temporalmente la migracién de las células atraidas.
Seguramente aqui terminan la gran mayorfa de intentos de
colonizacién por parte de los microorganismos, pero este serfa
solo el comienzo de una verdadera respuesta inmune.

Los monocitos/macréfagos ademas de fagocitar el antigeno y
posiblemente destruilo mediante la accion de enzimas presentes
en los lisosomas que se fusionan con los fagosomas o vesiculas
fogociticas donde se encuentra el parésito o la sustancia extraia
(no necesariamente un agente vivo), tienen la funcién principal de
procesar este antigeno y presentarlo en forma de determinantes
antigénicos a los linfocitos T ayudadores para iniciar para iniciar la
respuesta inmune, propiamente dicha.

Los determinantes antigénicos, después del procesamiento
dentro del macréfago se expresan en la superficie de esta célula
y aqui puede el linfocito hacer el contacto generador de la
respuesta: ese contacto ocurre mediante el reconocimiento de los
antigenos propios a nivel del locus B-L del complejo mayor de
histocompatibilidad y mediante la unién ligando-receptor del
determinante antigénico con el receptor del linfocito T. En este
momento, la célula presentadora de antigeno produce
interleuquina 1 que tiene la funcién de activar en el linfocito T la
produccion del receptor para la interleuquina 2 y activar ademéas
la produccion de interleuquina 2 que acttia en forma autocrina
sobre esta misma célula conduciendo a un proceso de
linfoproliferacion mediante el cual este clon respondedor de
linfocitos aumenta en nimero para originar luego las deméas
funciones de la respuesta inmune como veremos a continuacion.
Pero anies subrayamos el concepto del reconocimiento de los
antigenos B-L; estos antigenos son el equivalente de los antigenos
de clase Il de los mamiferos y se expresan principalmente en
macrofagos, pero también enlinfocitos Ty B activados yen células
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dendrfticas; todas estas células tendrfan capacidad de actuar
como presentadoras de antigeno. Esta funcién de presentacién
solo se puede dar, entonces, entre célula presentadora y linfocito
T del mismo huésped o quizé entre huéspedes relacionados entre
sl, que compartan la misma informacién genética a este nivel;
como los mellizos idénticos, con toda probabilidad o los hermanos
no idénticos, con una probabilidad menor.

El linfocito T ayudador, ya activado interacta con el linfocito B,
para dar lugar a la produccién de anticuerpos y con linfocitos T
para dar lugar a células citotéxicas. En este punto todavia persiste
un aire de misterio, pues exactamente no se sabe como ocurren
todas estas interacciones, pero el resultade final si se conoce:
anticuerpos, citoquinas y células citotéxicas. A propésito de
citoquinas, ademas de las dos mencionadas (la interleuquina 1y
la interieuquina 2), también se ha caracterizado en aves el
interferbn gamma. En mamiferos se han caracterizado hasta la
fecha 8 interleuquinas con funciones muy variadas sobre el control
de la respuesta inmune y sobre células hematopoyéticas;
seguramente estas mismas interleuquinas o sus equivalentes
seran descritas para las aves en un futuro. Finalmente a este
respecto digamos que la interleuquina 2, llamada inicialmente
factor de crecimiento de las células T tiene las mismas
caracteristicas moleculares y funcionales como en los mamfferos,
pero existe especificidad; es decir que los linfocitos de mamifero
no se estimulan con interleuquina 2 de ave, ni a la inversa.

Después de esta fase inductora de la respuesta inmune deben
existir mecanismos reguladores de la misma; de otra manera el
proceso continuaria en forma innecesaria y eventualmente nociva.
Mucho se ha estudiado el mecanismo de supresion y relativamente
poco se sabe todavia. Como se mencion6 en un capitulo anterior,
las células T supresoras que durante varios afios fueron una
explicacion aceptable, han caido en descrédito al no poderse
comprobar su existencia; de todas maneras el efecto si es claro:
la respuesta inmune es regulada.

Los macr6fagos aparentemente tienen un papel importante en la
regulacion, a través de la produccién de prostaglandinas, pero el
énfasis mayor en la actualidad lo tienen los anticuerpos
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anti-idiotipicos, que son verdaderos anticuerpos dirigidos contra
el idiotipo de las inmunoglobulinas (el idiotipo es aquella fraccién
de la molécula que interactiia con el determinante antigénico).
Seg(in esta teorfa propuesta por Jerne, cada anticuerpo que se
produzca evoca un contra-anticuerpo (o anticuerpo anti-idiotipico)
que regula su produccién. Este concepto, revolucionario y no bien
comprendido auin, ya esté siendo utilizado en soluciones practicas
al problema de la inmunoprevencién, como lo veremos para el
modelo de la Eimeria tenella.

4.5 El Sistema Inmune Secretorio.

Las mucosas representan la mayor superficie del organismo
expuestas al contacto con el medio ambiente vy,
consecuentemente son la principal puerta de entrada para el
mayor nimero de infecciones parasitarias, bacterianas, micéticas
y virales.

La investigacion inmunolégica ha dedicado un amplio espacio al
estudio de los mecanismos de defensa a nivel de las mucosas,
encontrando particularidades que en su conjunto conforman la
llamada inmunidad de las mucosas o inmunidad secretoria. No se
trata pues de otro sistema inmune sino de las particularidades o
adaptaciones del mismo al medio ambiente peculiar de tejidos que
cubren las cavidades respiratoria, alimenticia, genitourinaria y
ocular.

La particularidad mayor tiene que ver con el predominio de IgA,
llamada secretoria, que es un polimero de IgA unido por una
cadena J y provisto ademés de una cadena secretoria que le
confiere resistencia contra las proteasas, presentes a este nivel.
Ese predominio de la IgA se explica por la recirculacion de las
células linfoides; las células B que hacen su contacto con
antigenos a nivel de las mucosas viajan por los conductos
linfaticos hasta la circulacién sanguinea a través del ducto
toracico. De la circulacién las células regresan a las mucosas en
forma “dirigida” mediante receptores especiales que se
encuentran presentes solo a nivel de endotelios en el 4rea de las
mucosas. Hasta el presente estos receptores en las mucosas son
hipotéticos, pero a otros niveles ya se han caracterizado
molecularmente.
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En las aves, ademas de la produccién local de IgA existe un
mecanismo peculiar que permite la filtracion a nivel del higado, de
la inmunoglobulina A del suero y la concentracién de la misma en
la vesfcula biliar (de esta norma se exceptua la paloma que carece
de vesicula). La concentracién de IgA en bilis es hasta 10 veces la
del plasma. Existen dos canaliculos biliares en la gallina; uno que
drena el l6bulo izquierdo directamente en el duodeno y otro que
drena el I6bulo derecho a través de la vesicula biliar.

Si experimentalmente se ligan estos ductos, se incrementa los
niveles de IgA en el plasma hasta cuatro veces por encima de lo
normal; lo cual unido a la observacién que IgA radiomarcada
inyectada en el plasma se concentra en la bilis, ha constituido la
base para deducir esta peculiaridad de las aves. También se ha
sugerido que, por lo menos parte de esta IgA biliar es producida
in situ por un foliculo linfoide presente en la vesicula (Figura 8).

En patos, los pocos estudios que se han realizado hasta el
presente indican que existe una IgM no convencional, con
determinantes diferentes a la IgM sérica; posiblemente se trata
también de IgA que en el pato no ha sido caracterizada en forma
apropiada. En pavos, como en gallinas la IgA se ha encontrado
concentrada en la bilis.

Pero no son las células plasmaticas productoras de IgA y la IgA
misma, los (inicos elementos de la inmunidad secretoria; también
se encuentran a este nivel linfocitos T, macréfagos,
polimorfonucleares, mastocitos y células NK. En mamiferos se han
encontrado a nivel del tracto digestivo, los llamados linfocitos T
intraepiteliales, la mayorfa de los cuales tendrian una funcion
supresora y serfan los responsables del fenémeno de Tolerancia
Oral.

En 1987 y 1988 se publicaron un par de trabajos sobre la
caracterizaciéon de fogocitos a nivel pulmonar en la gallina. Segin
estos investigadores, los fagocitos no son células muy abundantes
en el tracto respiratorio normal de la gallina, lo cual podria explicar,
en parte, la gran incidencia de neumonfas y saculitis en esta
especie. En pavos se habfa demostrado que el adyuvante
completo de Freund, aplicado directamente en los sacos aéreos,
induce migracién de macréfagos al tracto respiratorio; la via
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intravenosa o mediante aerosol no fueron muy eficientes para
lograr este efecto, como tampoco lo fue un aerosol de proteosa
peptona. La aplicacion intravenosa o intratraqueal de
Propionibacter acnes sf indujo una fuerte respuesta de fagocitos,
lo mismo que la E. coli y la P. multocida. El nGimero de fagocitos
atraldos a la cavidad pulmonar fue entre 50 y 100 veces el niimero
de células basales; pero ademés del nimero, aumenté la
capacidad fagocitica medida con esferas fluorescentes y con la
ayuda del citofluorébmetro. (Figura 9).

Fig. 5. Corte de ciego de gallina coloreado con anti-IgA de conejo conjugada con
fluoresceina. Notese la frecuencia y la distribucién de células plasmaticas
productoras de IgA.
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Fig. 8. Autoradiograffa de la glandula Harderiana de la gallina. Alrededor de un

gran ducto se encuentra una densa poblacién de células productoras de IgM.
Preparaci6n con una sonda de DNA marcado con azufre 35.

e
.
e
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FiNg. 9. Macréfago alveolar de gallina obtenido mediante lavado pulmonar.
tense particulas de poliestireno en el interior de la célula (PB).
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5. FASE EFECTORA DE LA RESPUESTA INMUNE

Ahora tratemos de responder a la pregunta: Cémo es que
finalmente el sistema inmunolégico destruye o inactiva sustancias
extrafas, microrganismos agresores y células infectadas por virus
0 células tumorales? Para explicarlo responderemos
especificamente a las siguientes preguntas menores: qué son y
para qué sirven los anticuerpos?; qué es y para qué sirve el
complemento?; qué son y para qué sirven las interleuquinas? y
cuales son y para qué sirven las células citotéxicas?

5.1 Qué son y para qué sirven los anticuerpos

Los anticuerpos fueron la primera sustancia soluble caracterizada
como efectora de la respuesta inmune (Behring y kitasato 1890) y
fueron el origen de la teorfa de la inmunidad humoral, contraria a
la teoria de la inmunidad celular, defendida por Metchnikoff y sus
seguidores, descubridores y devotos de la fagocitosis. Los
anticuerpos son glicoproteinas globulares producidas por los
linfocitos B y constituldas por dos cadenas pesadas y dos cadenas
livianas unidas entre si por enlaces disulfuro. Los anticuerpos
también se conocen como gamaglobulinas debido a sus
propiedades de migracién en un campo electroforético que las
coloca mas alld de las albiminas, las alfaglobulinas y las
betaglobulinas; igualmente se utiliza con mucha frecuencia el
término inmunoglobulina para referirnos a estas proteinas.
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Las inmunoglobulinas (el plural lo utilizamos para indicar que
existen varias clases como lo veremos mas adelante) tiene forma
de Y, con una regién variable, pero siempre idéntica en cada uno
de los extremos distales de los brazos y con una region constante
hacia el extremo opuesto. La parte variable contiene los receptores
especificos para el determinante antigénico respectivo que se
conoce con el nombre de Fab (fraccion que se une al antigeno),
de tal suerte que una molécula de anticuerpo puede reaccionar
simultaneamente con dos determinantes antigénicos (indéticos
entre sf).

La pregunta que surge, entonces, es: qué efecto tiene la unién del
anticuerpo al determinante antigénico? Pongamos en primer lugar
el caso de un antigeno soluble como una toxina; si el anticuerpo
se une a la fraccion activa de la toxina ocurrira una neutralizacion.
Esa neutralizacion también se puede dar por la unién de
anticuerpos en sitios cercanos al sitio activo de la toxina pues los
anticuerpos asf unidos podrian impedir el acercamiento de la
toxina a su blanco respectivo. Otra efecto de la unién de anticuerpo
a una toxina es la precipitacion mediante la cual se unen multiples
moléculas de la toxina gracias a la unién de miiltiples moléculas
de anticuerpos formandose un agregado insoluble que es
facilmente fagocitado.

Si el antigeno problema es un virus, la union del anticuerpo puede
neutralizarlo, cuando el determinante antigénico es el receptor viral
o un sitio cercano, tal como ocurre con las toxinas; igualmente los
anticuerpos pueden agregar las particulas virales con lo cual se
disminuye la posibilidad de que estas particulas infecten una célula
y ademas se facilita la fagocitosis. Finalmente, cuando se trata de
bacterias o parasitos flagelados, los anticuerpos, neutralizan sus
toxinas, agregan las células, inmovilizan los flagelos, cubren sitios
de adherencia y ain en parasitos con ciclos de reproduccion
sexual, se ha demostrado que los anticuerpos, en estos casos
llamados “ablastinas” tienen la capacidad de interferir con la
funcién reproductiva. En todos estos casos tenemos que tener en
cuenta que se necesitan anticuerpos en suficiente cantidad relativa
con relacién a la concentracion de la toxina o a la cantidad de
microrganismos para que puedan ocurrir la neutralizacion, la
precipitacion, la aglutinacion, etc.
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Otras funciones efectoras de los anticuerpos son el producto de
la interaccidn con otras protelnas como el complemento ydeotras
células como los fagocitos en general, los macréfagos en
particular y las células NK. El papel del complemento, y de los
macréfagos como células citotéxicas y de las células NK lo
veremos mas adelante. Ahora analicemos cémo los fagocitos en
general (incluldos en esta categorfa los heteréfilos, y los
mzrrofagos) coadyuvan con los anticuerpos para destruir una
particula indeseable. Se trata del fenémeno lamado opsonizacién
que consiste en la fagocitosis mas efectiva cuando la particula est4
recublerta con anticuerpos que han reaccionado en forma
especffica con determinantes antigénicos en la superficie de la
particula a fagocitar. El mecanismo que explica esta facilitacién de
la fagocitosis est4 relacionada con el otro extremo de la molécula
de anticuerpo; ya se dijo que los brazos de la molécula tienen la
fraccién que reacciona con el determinante antigénico; la cola, que
podemos imaginar proyectandose hacia el exterior en la particula
atacada por los anticuerpos, y que constituye la parte constante
de la molécula, tiene caracteristicas que le confieren propiedades
biolégicas muy importantes a las diferentes clases de
inmunoglobulinas. En el caso de la opsonizacién es la fraccion Fc
del anticuerpo (fraccion cristalizable) para la cual existen
receptores (RFc) sobre las superficie de los fagocitos los que
facilitan la unién y la ingestion de la particula. (Grafico 1).

Mecanismo de opsonizacién a través de el fragmento Fc del anticuerpo y los
receptores para el fragmento Fc en la célula fagocitica.
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En la gallina, como se menciond anteriormente, existen tres tipos
de inmunoglobulinas: la IgM, la I1gG vy la IgA (en los mamfferos
existen ademas la IgD y la IgE). La primera inmunoglobulina en
hacer su aparicion desde el punto de vista ontogénico es la IgM
que puede detectarse en el citoplasma y en la superficle de los
linfocitos B desde el dia 12 de incubacién; igualmente es la primera
en aparecer en la respuesta inmune, pero no es la mas abundante
ya que muy pronto después del estimulo antigénico empleza a
producirse IgG de la cual se logran més altas concentraciones que
consecuentemente permanecen detectables por més tiempo en el
plasma sanguineo. La IgA por su parte se detecta posteriormente
a la IgG y sus niveles son mayores a nivel de mucosas
especialmente a nivel de bilis, fluido intestinal y secreciones
respiratorias.

La IgG es la encargada de transmitir inmunidad pasiva a los
pollitos, pues es la Unica que se encuentra en la yema y puede
acumularse alli en concentacones mayores que las existentes en
el suero de la gallina; esta es también la inmunoglobulina que tiene
una vida media mas larga (alrededor de 20 dias, mientras que las
inmunoglobulinas M y A tienen una vida media de alrededor de 5
dias) por lo tanto es un anticuerpo mas apto para cumplir con esa
funcion de transferencia pasiva de inmunidad a la progenie. En
pavos y seguramente en otras especies gue no se han estudiado
al respecto, también se encuentra IgM e IgA en la clara del huevo,
pero sin ninguna funcién aparente a nivel de transferencia pasiva.

Recordemos para terminar este aparie, el concepto de memoria
inmunolégica y su relaciéon con los anticuerpos. Como hemos
venido diciendo desde el capftulo inicial la avicultura moderna es
posible gracias a la inmunologfa que ha hecho posible la
produccion de vacunas para la prevencion de multiples agentes
infecciosos. La efectividad de las vacunas radica en el concepto
de memoria inmunoldgica, si bien no entendemos todavia todos
los mecanismos involucrados.

Pues bien, dijimos que en la bursa se diferencian todos los clones
de linfocitos B del ave, cada clon con capacidad de responder a
un determinante antigénico. Cuando finalmente el determinante
antigénico hace contacto por primera vez con el ave, el clon de
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linfocitos prolifera para dar lugar a células plasméticas
(productoras de anticuerpos) y a células de memoria. Estas células
de memoria no se han caracterizado pero podria tratarse
simplemente del clon original aumentado de tamafio debido al
estimulo original; de todas maneras el resultado cierto es que al
producirse un nuevo contacto con ese determinante antigénico se
procluce una respuesta secundaria, caracterizada por ser mas
répida y por lograrse mayores niveles de anticuerpos en
comparacion con la primera ocasion. Podemos decir pues en
términos muy sencillos que las vacunas lo que hacen es
incrementar el clon de linfocitos contra un determinante (o grupo
de determinantes) antigénicos de importancia, a fin de predisponer
al ave a producir una respuesta inmune secundaria cuando el
parésito virulento se presente en el galpén.

5.2 Qué es y para qué sirve el complemento

El complemento fue descubierto por Pfeiffer desde 1894 en
relacion con el fenémeno de lisis de bacterias in vitro, en presencia
de sueroinmune. El tratamiento de este suero con calor (56 grados
C por 30 minutos) es capaz de abolir la accion litica del suero, sin
destruir los anticuerpos que atn después del tratamiento pueden
transferir la inmunidad en forma pasiva; sinembargo, un suero no
inmune no tenfa la actividad litica. Se trataba pues del efecto de
los anticuerpos (termorresistentes) y otra sustancia
(termosensible) a la cual se le dié el nombre de complemento.

En la actualidad sabemos que el complemento consiste de una
serie de por lo menos 15 proteinas, que se encuentra en el suero
normal de todos los vertebrados y cuyos genes se encuentran en
el complejo mayor de histocompatibilidad.

Laaccionfinal del complemento es lisarla células blanco mediante
ataque a la membrang, lo que conduce a la formacién de poros y
a choque osmotico; sinembargo en el proceso de la fijacion de
complemento se produce otra serie de productos intermedios con
potente actividad inflamatoria.

Para que se inicie la fijacion de complemento se requiere la
formacion de complejos antigeno-anticuerpo, pero solola IgG y la
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IgM son activos en la fijacién de complemento. Una vez que se ha
unido una molécula de IgM a un antigeno (esta molécula es
pentamérica) o cuando se han unido dos moléculas de 19G, una
cercana a la otra, en un antigeno, se inicia la fijaciéon del
complemento que consiste en la unién al Fc de la molécula de
anticuerpo, del complemento 1 (C1) que tiene tres fracciones Ciq,
C1ry C1s cada uno de los cuales se activa en forma secuencial.
Al unirse la fraccién Cis el complejo adquiere caracterfsticas de
enzima proteolitica y actia sobre el complemento 4. Este C4 se
parte en dos subunidades una de las cuales se pegaalamembrana
sobre la cual se pegd el anticuerpo y la otra se adhiere al complejo
que viene creciendo para actuar sobre el complemento 2 y una
vez que este se ha unido, actiia sobre el complemento 3
(igualmente por accién enzimatica).

l.a accion enzimética del paso anterior es capaz de actuar sobre
miles de moléculas de C3. Cada una de estas moléculas de C3se
parte en C3a y C3b. EI C3b se pega a lamembrana que esta siendo
atacada y a otras membranas de células vecinas al sitio del ataque
(bien glébulos rojos, bacterias, macrofagos, trombocitos, etc, los
cuales tienen receptores para el C3b) algunas de estas moléculas
de C3b también se unen al complejo creciente del complemento
para activar por accién enzimatica el C5. El C3a, permanece en la
fase fluida y tiene potente accién flogistica como lo veremos mas
adelante.

1 C5 se parte también en dos pedazos uno j.:queno, el C5a, y el
C5b. Este Ultimo activa el complemento 6y 7 los cuales activan la
accion de C8 y C9 que cs la de hacer poros sobre la membrana
de la célula atacada.

Para entender la importancia de la fijaciéon de complemento
debemos recordar que el C4 fue capaz de actuar sobre miles de
moléculas de C3, lo cual amplifica la reaccion. Igualmente
recordemos que al ir actuando los diferentes componentes, parte
de ellos se quedo6 pegada a la membrana o en la fase fluida. Los
primeros cumplen una funcion llamada de adherencia inmune,
mediante la cual las particulas a las cuales se han adherido estas
sustancias se pegan facilmente a las células endoteliales de los
vasos sanguineos y otras superficies haciendo a la particula presa
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facil de células fagociticas. El componente de complemento més
activo a este respecto es el C3b.

El C3a, el C5a y parclalmente el C5a cumplen una potente accién
anafilotéxica, lo cual quiere decir que inducen inflamacién
mediante degranulacién de baséfilos y aumentando los niveles de
histamina en el sitio, con lo cual aumenta la permeabilidad capilar,
ocurre extravasacion de liquidos (con anticuerpos incluidos) vy el
consecuente edema. Igualmente el C5a y el C3a son potentes
agentes quimiotéacticos, con lo que se logra atraer al sitio una gran
cantidad de células efectoras que siguen “alimentando” el proceso
inflamatorio. Finalmente, aunque no menos importante, debemos
mencionar que el C4b también tiene accion de opsonina, que
como lo mencionamos antes significa que este compuesto facilita
la fagocitosis.

Ademas de la forma o via clésica de activacién del complemento
que acabamos de anamizar, existe una via llamada alterna, que no
requiere la reaccion de antigeno y anticuerpo. Esta via es mucho
mas vieja filogenéticamente que la via clésica y su iniciacién ocurre
por sustancias como las endotoxinas, el lipopolisacérido, paredes
celulares de algunas bacterias, levaduras y por inmunoglobulinas
agregadas (inclusive de la clase IgA). Esta via alterna ignora los
pasos entre C1 y C4, activando directamente al C3. El estimulo se
une al C3b que normalmente esta en la circulacién en pequenas
cantidades, y lugo se une al factor B y al factor D; este complejo
actda ahora sobre el C3 que libera C3a y C3b y a partir de este
momento la reaccién continua como por la via clasica. Estas dos
vias no son antagbnicas pucs aparentemente la via alterna se
puede utilizar también como factor de amplificacién cuando la
reaccion se inicia por la via clasica.

Finalmente digamos que las protefnas del complemento vy la
reaccion en general deben estar muy estrechamente reguladas,
dada su potente accién biologica y el riesgo de reacciones
deletéreas para el huésped. En primer lugar debemos decir que la
vida media de las diferentes fracciones activadas del complemento
es muy corta; este serfa quiza el mas potente factor regulador. Pero
también existen inhibidores especificos como el de la C1 esterasa,
el del C3b, del C4b y de la anafilotoxina. A nivel de la via alterna
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por su parte, existen el estabilizador del complejo C3bBb v el
inhibidor del C3b, de los cuales se han caracterizado dos: el factor
H y el factor I.

El complemento es pues una plétora de protelnas, producidas
como pro-factores por el higado (principalmente por macréfagos),
por monocitos circulantes y por células epiteliales de! intestino.

5.3 Qué son y para qué sirven las citoquinas

Bien, acabamos de ver que las inmunoglobulinas son el producto
especifico efector de los linfocitos B, o sea de la respuesta
humoral. Para el caso de la respuesta inmune celular, vale decir,
aquella que no es transferible con suero, sino con células y
basicamente con linfocitos T, podrfamos decir, haciendo una
comparacién muy libertina, que las citoquinas son la contraparte
de los anticuerpos, en el sentido de que ellas son el producto
soluble que las células T estimuladas producen y excretan. Pero
los efectos de las ciloquinas son diferentes.

Recordemos que las células presentadoras de antigeno, al
ponerse en contacto con el linfocito T correspondiente, es decir,
aquel que es capaz de reaccionar especificamente con el
determinante antigénico presente en la superficie de la célula
presentadora (un macréfago, por ejemplo) y a través (o por medio
de) los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
(clase Il o B-L de la gallina como vimos anteriormente) produce
interleuquina-1 (il-1) antes llamada factor activador de los
linfocitos, y que tiene capacidad de actuar sobre muchas células:
pero principalmente sobre el linfocito T ayudador. La il-1 es una de
las principales sustancias mediadoras de la fiebre y de la respuesta
inflamatoria en general (la il-1 es pues el equivalente de! famoso
pirégeno endbgeno “conocido” de vieja data.

La funcién principal de la il-1 sobre el linfocito T es coestimular
(conjuntamente con el determinante antigénico) a dicho linfocito,
para que este a suturno, produzca receptores de alta afinidad para
la interleuquina-2 y luego produzca la interleuquina-2 (iI-2) que es
la segunda citoquina que entra en accién. La il-2 es una
glicoproteina de bajo peso molecular (3-11 kD en la gallina) con
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efecto autocrino sobre el linfocito T, al cual se adhiere a traves de
los receptores respectivos ya expresados en la membrana.

La il-2 estimula al linfocito T para proliferar (antes esta citoquina se
llamaba factor de crecimiento de los linfocitos T). Si tedricamente,
o también en la practica in vitro, se logran mantener los niveles de
il-2, los linfocitos preactivados por la il-1 y el antigeno seguiran
proliferando indefinidamente, por lo menos hasta cuando los
nutrientes se agoten. Este es el principio de la tecnologfa de los
clones de linfocitos T, que son la contraparte de los anticuerpos
monoclonales y que han revolucionado el mundo de la inmunidad
celular.

Posteriormente, en el proceso de la respuesta inmune, entra en
accion una citoquina conocida desde hace muchos anos, pero
perteneciente, en un principio, solo al reino de los virdlogos; se
trata del interferon (IFN). El IFN o interferones, porque ya se han
caracterizado varios (alfa, beta y gamma), se caracterizan por
teneractividad antiviral; pero el IFN gamma se caracterizaademas,
por ser producido por linfocitos T en el proceso de una respuesta
inmune. Por esta misma razon se le da también el nombre de IFN
inmune a esta citoquina. L.os efectos del IFN son mdltiples y sobre
muchas células, pero quizas el efecto mayor en relacién con la
defensa inmune sea la activacion de macréfagos y de células NK,
como veremos en el proximo aparte.

Estas son las tres citiquinas presentes hasta el momento en las
aves; en mamiferos se conoce de la presencia de muchas otras
citogquinas como las interleuquinas 3, 4, 5, 6, 7, y 8 (por ahora).
Seguramente en un futuro préximo los equivalentes de estas®
citoquinas-de los mamiferos se descubriran también en las aves.

Hemos hablado de citoquinas, interleuquinas y se habla también
de monoquinas y linfoquinas. Para tratar de evitar toda la confusion
que estos nombres han introducido, recientemente se propuso
que se use el iérmino genérico citoquina para todos estos factores,
si todavia no estan bien caracterizados, y se reserve el término
interleuquina para aquellas cuyas caracteristicas funcionales,
bioquimicas y genéticas estén bien establecidas; como en el caso
delail-1,1ail2 y el IFN gamma.
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Paraterminar resumiendo, definamos citoquinas como sustancias
de origen glicoproteico, de bajo peso molecular, producidas por
células monoctticas o linfocfticas y que en forma exocrina o
autocrina pueden ejercer muitiples acciones sobre muchos tipos
de células, pero principalmente sobre el sistea inmune vy la
médula 6sea. Las citoquinas modifican el comportamiento de las
células en forma dramética y parte de esos efectos es el tema de
la préxima seccién.

5.4 Qué son y para qué sirven las células citotoxicas

En apartes anteriores hemos visto que los linfocitos T son
importantes para ayudar en la respuesta humoral; pero, tiene el
linfocito T per se, algln efecto contra un agente invasor o contra
una célula tumoral? La respuesta es positiva; tal es la funcién del
linfocito T citotéxico que 'en mamiferos también se conoce como
linfocito CD8 + y en la gallina como linfocito CTLA 3+ 4 +.

Veamos algunos detalles de este tipo de citotoxicidad. Ya hemos
visto que el procesamiento del antigeno y su presentacién
conducen a la activacién de un linfocito T ayudador. Este linfocito
colabora con la célula B para la produccién de anticuerpos y con
ellinfocito T CD8+ para la respuesta citotdxica. Bajo el efecto de
la il-2 producida por el ayudador también proliferan los linfocitos
citotoxicos.

El linfocito T citotoxico esta disenado para, en una forma muy
eficiente, destruir células del mismo individuo (o de otro parecido
0 idéntico desde el punto de vista de la histocompatibilidad), que
se encuentre infectada por un virus o cualquier otro parasito
intracelular, o que se encuentre transformada por un proceso
tumoral. Esto equivale a decir que la citotoxicidad mediada por los
linfocitos T es especifica (solo contra una célula anormal
determinada) y esté restringida por el complejo mayor de .
histocompatibilidad (por antigenos de clase |, o sea los del grupo
B-F de la gallina).

Pero el linfocito T no es la tinica célula citotéxica; también pueden
ser cilotoxicos los macréfagos activados y las células NK. De los
macréfagos vamos a hablar a profundidad en el dltimo capitulo;
de las células NK digamos que se trata de células linfoides que no
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son ni T ni B y tiene una funcién citotdxica natural, es decir, sin que
el individuo se haya puesto en contacto previamente con el
antfgeno corraspondiente (Natural killers). Estas células serfan la
primera barrera contra los tumores (efectoras de la vigilancia
inmune) y en las gallinas se las ha asoclado especfficamente con
una mayor resistencia a la enfermedad de Marek.

Tanto los macréfagos como las células NK son estimuladas por el
IF}i-gama para ejercer el efecto citotdxico; lo que significa que esta
funcién citotéxica es un efecto indirecto de los linfocitos T que son
los principales productores del IFN inmune.

El mecanismo citot6xico de los linficitos T y de las células NK es
similar: ambas células se acercan al blanco, reconocen el dafio y
luego depositan perforinas sobre la superficie de la célula anormal.
Esa perforina es una protefna que se encuentra preformada en los
granulos de las células citotéxicas y actlia en forma parecida al
complemento, es decir se polimerizan las moléculas de perforina
formando cilindros que a manera de agujas hipodérmicas se
introducen en las membranas delas células, permitiendo el ingreso
de liquidos y consecuentemente la lisis.

Los mecanismos liticos de los macréfagos no se conocen a
cabalidad pero se sabe que, bajo el efecto del IFN-gama estas
células se activan; lo cual quiere decir que adquieren mayor
capacidad fagociftica y bactericida, asociada con un aumento de
la actividad lisosomal y del metabolismo, con la consecuente
produccion de metabolitos del oxigeno (oxigeno simple, radicales
hidroxilo y el peréxido del hidrogeno que, por si mismos, o en
combinacion con haldgenos como el cloro y el flior son altamente
téxicos.

Otro mecanismo muy importante de citotoxicidad, que ya
habfamos mencionado anteriormente en forma tangencial, es el
relacionado con la citotoxicidad mediada por anticuerpos. Se
trata, como su nombre lo indica, de una situacién donde un
anticuerpo ha reaccionado con su determinante antigénico sobre
una célula (digamos un antigeno viral sobre una célula infectada);
luego cualquier célula que tenga receptores para el Fc (es decir la
cola del anticuerpo) puede unirse y proceder a destruir la célula
infectada. El anticuerpo sirve, pues, como indicador y puente entre
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la célula infectada y la célula efectora. Las células con receptores
Fc, capaces de ejercer esta accién citotéxica son los
monocitos/macréfagos, las células NK y por lo menos en
mamfferos, algunos granulocitos.

Enresumen, podemos decir quelas células citotéxicasde la gallina
son los linfocitos CTLA 3+4, los macréfagos activados y las
células NK. Los linfocitos T son especfficos y estéan restringidos
por los antigenos B-F; mientras que las células NK son
inespecfficas (pero solo atacan células anormales) y no estan
restringidas por histocompatibilidad.

5.5 Resumen: La inducci6n y la accién de la respuesta inmune

Intentemos ahora un resumen que reuna la informacién hasta
ahora presentada y nos sirva de introduccién al préximo capiftulo.
Una molécula antigénica tiene multiples determinantes
antigénicos que al ser procesados y presentados por una célula
presentadora apropiada (es decir que sea autéloga; o que sea
singénica, como de un hermano gemelo; o que sea haploidéntica,
como de un hermano no indéntico con Quien se compartan
antigenos de histocompatibilidad a nivel del locus B-L) son
capaces de estimular a los linfocitos T ayudadores, a los linfocitos
T citotoxicos y alos linfocitos B que se han diferenciado a nivel del
limo y de la bursa respectivamente Y que permanecen en
circulaciény a nivel de los 6rganos linfoides periféricos a la espera
de su determinante antigénico.

Este encuentro del determinante antigénico y el linfocito da lugar
alinfoproliferacion y a la produccién de anticuerpos por parte de
los linfocitos B y de citoquinas y células T citotoxicas por parte de
los linfocitos T.

A nivel de las mucosas existen mecanismos que aseguran una
distribucion de IgA y de células plasméticas productoras de IgA
dirigida contra antigenos que han penetrado por esta via, alolargo
y ancho de todas las mucosas del organismo. Estos factores, més
la presencia de otros factores como linfocitos T, macrétagos,
heterdfilos, eosindfilos y basdéfilos: todos ellos representados en
las mucosas, principalmente en el momento de la inflamacion,
garantizan la defensa a este nivel.



Los anticuerpos IgM, e IgA, tienen la funcién de reaccionar con el
determinante antigénico respectivo en la molécula antigénica y asf
neutralizar su accién, como cuando eo trata de una toxina; o
impedir su replicaciébn como en el caso de los virus; u opsonizar
la particula antigénica para facilitar su fagocitosis; o servir de
puente para mediar la citotoxidad mediada por anticuerpos por
parte de manocitos/macridfagos, o de células NK.

La '3M y la IgG, por su parte, al reaccionar con la particula o
molécula que contenga el determinante antigénico, activa el
complemento que es una serie de proteinas que actiian a manera
de detergente destruyendo las membranas celulares y
conduciendo al chogue osmético de las células blanco, llamese
una célula infectada, una célula transformada o una bacteria.

Los linfocitos T activados, al contacto con su determinante
antigénico producen citoquinas que ejercen miitiples acciones
sobre diferentes células del organismo, principalmente sobre
células leucociticas y sobre la médula 6sea. Entre estas se han
caracterizado en las aves, la Interleuquina 1, la interleuquina 2 y el
interferon gamma. Adicionalmente, los linfocitos T citotéxicos son
capaces de destruir una célula infectada o transformada al
descubrir el determinante antigénico respectivo; pero aquf
debemos recordar la restriccion genética; es decir, que la célula
blanco ademas del determinante antigénico, también debe
expresar antigenos de clase | (0 sea B-F) del mismo huésped. Esta
lisis se lieva & cabo mediante la degranulacion del linfocito T que
conduce a la excrecion de perforinas que actGan en forma similar
al complemento para destruir la célula blanco.

Existen otras células que pueden ejercer funciones citotoxicas
como los macréfagos y las células NK; estas a diferencia de los
linfocitos T citotdxicos no estén restringidos genéticamente y solo
requieren la activacion por parte del interferon gamma para
cumplir esta funcién. (ya mencionamos anteriormente que
también puede haber citotoxicidad mediada por anticuerpos y
lambién son los monocitos/macréfagos y las células NK los
encargados de la lisis en este caso).

En ningun momento debemos olvidar que la respuesta inmune
necesita mecanismos reguladores y que si bien, los linfocitos T
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supresores han perdido popularidad, el efecto regulador todavia
esta presente; los anticuerpos anti-idiotipicos y los macréfagos
podrfan ser los principales actores en este caso.

La respuesta inmune total es pues, el resuitado de muiiples
respuestas dirigida cada una contra un determinante antigenico
distinto. Quiza4 para la defensa efectiva del huésped no sean
necesarias todas esas respuestas ya que posiblemente no todos
los determinantes antigénicos son relevantes. También hay pie
para pensar que eventualmente algunas de estas respuestas sean
nocivas para la defensa efectiva del huésped, bien porque
interfieran con otra respuesta que sf sea necesaria (a nivel de la
induccién de la respuesta o a nivel efector) o bien porque esa
respuesta superflua para la defensa evoque unos mecanismos
reguladores-supresores tan potentes, que todala respuesta se vea
suprimida. Adicionalmente, esa respuesta innecesaria para la
defensa del huésped podria ser (il para la sobrevivencia del
parésito coadyuvando con el mantenimiento de la infeccién o,
finalmente, podria ser que esa tespuesta innecesaria para la
defensa sea nociva para el huésped contribuyendo, por
mecanismos inmunopatégenos, a causar la enfermedad
respecliva (este seria el caso de la enfermedad de moda en
Colombia, el Dengue hemorragico).

Pues bien, si fuésemos capaces de producir el determinante
antigeno que es capaz de inducir una respuesta protectora y si
lograramos ademas presentarselo al ave en .na forma apropiada
para que los mact6fagos entren a cumplir su funcién presentadora
allinfocito Ty se desarrolle la respuesta normal, nos ahorrariamos
todas las demés respuestas innecesarias y potencialmente
nocivas.

Al logro del objetivo anterior se encuentran encaminados buena
parte de los esfuerzos de los inmunologos en la actualidad. La
biologfa molecular abrié la posibilidad de la ingenierfa genética y
de la sintesis quimica, y la inmunologia ha explorado
adicionalmente la posibilidad de lograr vacunas “inteligentes” con
la novedosa idea de los anticuerpos antidiotipicos: se trata,
brevemente, de que cuando un determinante antigénico induce
una respuesta de anticuerpos, el organisino trata de controlar esa



respuesta produclendo un anti-anticuerpo; este anticuerpo 2 esta
dirigido contra aquella parte de la molécula que reconoce y
reacciona con el determinante antigénico original. Podemos inferir
entonces que el anticuerpo 2 y el determinante antigénico deben
ser muy parecidos molecularmente, cuando son capaces de
reaccionar especfficamente con el mismo anticuerpo 1. Al
anticuerpo 2 se le conoce como anticuerpo antidiotipico y
efectivamente se ha encontrado que inoculando este tipo de
anticuerpos en un huésped, se logra estimular una respuesta de
anticuerpo 1 protector, tal como si se hubiera inoculado el
determinante antigénico correspondiente. Veamos, en el capftulo
siguiente, el modelo de la Eimeria tenella donde se han logrado
grandes avances en la moderna inmunologfa aviar.
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6. LA EIMERIA TENELLA: UN MODELO DE
INVESTIGACION INMUNOLOGICA

Las coccidias representan un modelo del tipo de parasito que a
través de su ciclo bioldgico tienen diferentes estadios
(esporozoito, merozoito, esquizonte) y con cada estadio expresan
diferentes determinantes antigénicos. Esto l6gicamente
representa un mayor nivel de complejidad para el sistema inmune.

Las aves producen una buena respuesta de anticuerpos muy
pronto después del contacto con la coccidia, logrando un méximo
en dos semanas, lo cual es seguido por un descenso de esos
niveles. La importancia de los anticuerpos contra estos parésitos
es discutible pues no hay correlacién entre los altos titulos de
anticuerpos y la proteccion. Si se inoculan coccidias muertas en
un ave se producen altos titulos de anticuerpos detectables por
diferentes técnicas, pero tales anticuerpos no protegen contra una
reinoculacion oral de parasitos virulentos. Estudios realizados en
aves bursectomizadas han demostrado que el papel de los
anticuerpos no es tan crucial, pues si bien la infeccién primaria es
mas severa en estas aves, finalmente se logra una inmunidad
solida. Sinembargo el hecho de que sf exista alguna proteccién
pasiva en pollitos recién nacidos es una prueba de que los
anticuerpos sf juegan un papel protector.

La IgA parece ser la principal inmunoglobina protectora contra las
coccidias y ello debido a la localizacion de este anticuerpo a nivel
intestinal, particularmente en bilis, en el contenido intestinal, en las
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amigdalas cecales y en el ciego. Los anticuerpos, aparentemente,
inhiben la penetracién de los esporozoitos a las células.

Pues bien si los anticuerpos no son tan importantes, el papel
principal en este caso lo tendrén los linfocitos T. En efecto, una
respuesta de inmunidad celular contra coccidias se puede
demostrar mediante pruebas de linfoproliferacién, de
hipersensibllidad retardada y pruebas de activacién de
macréfagos.

A diferencia de la respuesta de anticuerpos, la hipersensibilidad
retardada aparece més tardiamente pero se mantiene alargo plazo
y se correlaciona positivamente con la resistencia. Una de las
caracteristicas sobresalientes de lainmunidad contralas coccidias
es el aumento de linfocitos a nivel de la mucosa intestinal, lo que
conduce a una linfopenia transitoria a nivel periférico,
principalmente a expensas de los linfocitos T.

Los macréfagos de las aves inmunizadas fagocitan méas
activamente los esporozoitos que los de las aves no inmunes; ello
parece deberse a la opsonizacién por los anticuerpos.
Sinembargo, los esporozoitos fagocitados pueden sobrevivir la
fagocitosis de tal suerte que los macréfagos y los anticuerpos
podrian ser mejores aliados del parésito que del huésped!

Otras células que se movilizan ante la infeccién con coccidias son
los heteréfilos (que son la contraparte de los neutréfilos de los
mamiferos); estas células también se concentran en la mucosa
intestinal, especialmente si el ave est4 inmunizada. Los mastocitos
dela mucosa intestinal también podrian coadyuvar en la respuesta
conta la coccidia, degranulando y aumentando la permeabilidad
capilar para facilitar la movilizacién de anticuerpos y células
efectoras; pero la respuesta de esta células no es muy conspicua.
Estas son generalidades sobre la respuesta a las cocidias, segun
informacion obtenida con diferentes especies del parasito: tenella,
mivati, dispersa, necatrix, brunetti, acervulina y maxima. Tomemos
ahora el caso especffico de la Eimeria tenella.

Seria posible disear anticuerpos anti-idiotipicos para la
proteccion contra la E. tenella? Bhogal y colaboradores en 1988
nos dieron una respuesta positiva. Veamos la evidencia:

72



1. Se produjeron anticuerpos monoclonales contra esporozoltos
del parasito.

2. Se seleccionaron dos de estos monoclonales que tenian
capacidad de inducir proteccién pasiva contra la infeccién en
gallinas.

3. Los anticuerpos monoclonales (que son el anticuerpo 1) se
inocularon en conejos para que estos produjeran anti-anticuerpos
(o sea el anticuerpo 2). :

4. Del suero de los conejos se obtuvieron, efectivamente los
anticuerpos anti-idiotipicos, demostrados por pruebas serolégicas
de competencia).

5. Los anticuerpos anti-idiotipicos (producidos en el conejo) se
inocularon en aves jovenes (dias 4, 18y 30 de edad) y dos semanas
después de la Gltima inoculacion se infectaron con el parasito
virulento. Seis dfas postinoculacion se evaluaron las lesiones.

6. Los resultados fueron los siguientes (segin adaptacion de
Bhogal y Cols. Infection and Inmunity 56 (5), 1988.

CAPACIDAD DE PROTECCION DE ANTICUERPOS
ANTL-IDIOTIPICOS

3

BMZO=vmr ZoO Wmey 2

GRADO DE LESION
AC-ANTIIDIOT 151 [E§) AC-ANTI IDIOT 1074

@A ANTIGENOS ESFOROZ [ CONTROL

Adaptada de Bhogal y Cols FiG. 1
Infect. Immunity 56(6) 1989

De la figura 1. se desprende que los anticuerpos anti-idiotipicos
15-1 y,1073 inducen anticuerpos protectores comparables a los
inducidos por el antigeno de esporozoitos; la proteccion es parcial,
pero las lesiones gue se producen son menos severas.
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Lo que es més interesante es el hecho que el papel protector de
los anticuerpos anti-idiotipicos no es solamente a nivel de la
inmunidad humoral; en este mismo trabajo se demostré que el
anticuerpo 1073 también es capaz de estimular una respuesa de
inmunidad celular y ello es compatible con resultados obtenidos
en otros modelos y en otras especies.

Seré posible la produccién de una vacuna recombinante eficiente,
contralak. Tenella? El mismo grupo de Bhogal, ahora encabezado
por Miller y Cols, dieron una respuesta a este interrogante en la
Reunién del Grupo de Investigacién en Inmunologia Aviar, en
Holanda, 1988. A continuacién se hace un corto resumen del
protocolo y de los resultados.

1. Se selecciond el antigeno Gx3262 para el estudio.

2. El gene que codifica para este antigeno se identifico de una
genoteca de DNA complementario obtenida a partir de RNA
mensajero de oocistes de E. Tenella.

3. E. DNA complementario se cloné en Escherichia coli utilizando
el fago Lamda gt11 como vector.

4. Los clones de E. Coli que expresaban el antigeno Gx3262 se
seleccionaron para el estudio (junto con otros clones que
resultaron menos efectivos).

5. El antigeno recombinante se purificé parcialmente de cultivos
de E. Coli mediante extraccién con guanina hidroclorinada al 6M,
precipitacién y dialisis.

6. El antigeno se caracterizé en geles de poliacrilamida y mediante
pruebas de Western blot.

7. Se inocularon pollos de 2 6 7 dias de edad, bien con el antigeno
purificado o con cultivos de E. coli recombinante viva o inactivada
(con calor o con formalina).

Los resultados demuestran que 3 inoculaciones a intervalos de una
semana, con el antigeno Gx3262 inducen un alto nivel de
inmunidad contra una infeccién experimental de E. Tenella. Sélo
se observaron lesiones menores o moderadas a nivel del ciego.
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Las sigulentes gréficas son adaptaciones de Miller y Cols, “Recent
advances in avian Inmunology research”, Allan R Liss Inc. New
York, 1989. (Figuras 2, 3 y 4).

CAPACITACION DE PROTECCION DEL ANTIGENO
RECOMBINANTE GX3262
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Adaptada de Miller y Cols. En: Recent

in Avian | | Research
Allan R Lise Inc. New York 1989,

La figura 2 indica el efecto del antigeno Gx3262 en comparacion
con su respectivo control. La Figura 3 demuestra el efecto del
antigeno recombinante administrado en la E. coli viva y la Figura
4 es el resultado de la E. coli recombinante inactivada con calor
(bacterina).
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CAPACIDAD DE PROTECCION DE £, C O/ /
RECOMBINANTE INACTIVADA CON CALOR
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Adaprada de Miller y Cols, En: Recent

Advances in Avian Immunology Research
Allan R Lise Inc. New York 1989,

En general los resultados indican un alto nivel de proteccion pues

entodos los casos las lesiones fueron minimas en relacion con los
controles.

Ahora el grupo de investigadores procedi6 a probar la hipétesis
que las aves parcialmente protegidas con los esquemas vacunales
descritos y expuestas a dosis bajas de oocistes (infeccion
“subclinica” como ocurre en el campo), producen una respuesta
anamnésica protectora. Para el efecto se inocularon las aves a los
dos dias de edad con la bacterina recombinante yalos 10 dias de
edad se hizo una reinoculacion con 25 oocistes de E. tenella. A los
21 dias de edad se hizo el reto con una dosis virulenta del parasito
y se observaron las lesiones. La Figura 5 muestra los resultados:
las lesiones fueron mayores en las aves controles (sin ningln
tratamiento), seguido por el grupo de aves que sélo recibid 25
oocisles en el dia 10. El grupo de aves méas protegido fue aquel
que recibio la bacterina en el dfa 2 y una dosis “subclinica” de
oocistes en el dfa 10. Estos resultados comprueban la hipétesis
formulada y corroboran los resultados mencionados
anteriormente. Finalmente, mencionemos un resultado muy
importante obtenido por el mismo grupo de investigadores. La
inmunidad inducida por el antigeno recombinante Gx3262 tiene
efectividad cruzada contra E. acervulina. Este efecto fue superior
cuando se prob6 la E. coli viva que cuando se utilizé la bacterina.
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EFECTO VACUNACION CON GX3262 Y DOSIS
“SUBCLINICA" DE OOQUISTES
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Adaptada de Milier y Cols. En: Recent
Advances in Avian Immunology Research Flo. s
Allan R Lise Inc New Yuork 1989,

Estos son los hechos de hoy. Si bien la solucién no esta todavia
en los anaqueles de las droguerias y aGn si toda esta informacion
tuviera que revaluarse, lo cierto es que hemos avanzado y por lo
tanto para el futuro no podemos esperar sino algo mejor; esta es
la esperanza para el beneficio de la humanidad y a la vez el reto
para el inmundlogo veterinario.
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7. CULTIVO Y CARACTERIZACION DE MONOCI-
TOS/MACROFAGOS DE PAVO

Resumen

Se describe un sistema para establecer y mantener
monocitos/macréfagos de sangre periférica de pavo. El cultivo se
inicia con mononucleares obtenidos mediante centrifugacién en
ficol-hipaque y cultivados en RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero bovino fetal. El mantenimiento del cultivo se basa en el
reemplazo de 50% del medio usado por medio por medio fresco cada
tercer dfa. Las células pueden mantenerse hasta por 40 dias. Con base
en la morfologia, (observada al microscopio de luz y al microscopio
electronico de barrido), por su resistencia a la tripsinizacion, su
capacidad fagocitica, su comportamiento en presencia de
carageenan, su patron de tincion con naranja de acridina, y esterasas
no especificas, la ausencia de tincién con diamina férrica y la
presencia de receptores Fc. las células se clasificaron como
monocitos/macréfagos.

Cultivos similares pudieron ser obtenidos igualmente a partir de la
poblacién adherente de leucocitos periféricos o del bazo, separados
a través de columnas de nylon; este procedimiento sinembargo, no
mejord sino que redujo la longevidad de los cultivos.

Trabajo original del autor en: The viruses of hemorrhagic enteritis and marble
spleen disease. Tesis de doctorado, Instituto Politécnico y Universidad Estatal
de Virginia. 1983. pp. 77-102.



Introduccion

La importancia de los macréfagos en el sistema inmune se ha
reconocido desde hace muchos afnos (26) y el rango de funciones
asignadas a estas células ha crecido y seguira creciendo a medida
que nuevas tecnologlas faciliten su estudio. En la actualidad los
macréfagos parecen ser las células méas versatiles del sistema
inmune y juegan roles preponderantes tanto en la fase aferente
como en la fase efectora de la respuesta inmune vy
simultaneamente cumplen funciones reguladoras (6, 9, 14, 15, 23,
27,28, 30, 36, 40, 42). Existe una larga lista de factores, mediadores
y receptores de membrana que se han asociado con los
mecanismos de accién del macréfago; metabolitos del 4cido
araquidénico, como las prostanglandinas y los leucotrienos se han
propuestos como los factores mediadores de la modulacién
inducida por el macréfago (6). Estas células también producen y
secretan enzimas hidroliticas, peroxido de hidrégeno, radicales
hidroxilo, radicales superdxido y nucleétidos ciclicos (2.1.20);
también producen componentes del complemento, interferon,
factor activador de linfocitos y eosintfilos (8, 9, 11, 10, 21). Los
macrofagos, ademas expresan antigenos la, receptores Fc y C3
(8, 44, 48). Mas recientemente se ha indicado la existencia de
subpoblaciones de macréfagos, lo cual podria explicar en parte,
la versatilidad de estas células (3, 13, 18, 24, 31, 32, 35, 47).

Uno de los problemas en el estudio de los macrofagos ha sido la
dificultad para establecer cultivos puros, funcionalmente activos y
cultivables a largo plazo invitro (12, 33). En mamiferos, la cavidad
peritoneal, los pulmones y la glandula mamaria son fuentes faciles
de macréfagos diferenciados, pero este no es el caso en especies
aviares (16). El cultivo de mononucleares periféricos de gallina ha
sido utilizado desde el principio det siglo (8) y la diferenciacion de
los mismos en células multinucleadas, células epitelioides y en
macrofagos, ha sido demostrada ultraestructuralmente (41).
Igualmente se han descrito receptores de superficie y el potencial
fagocitico de células periféricas de la gallina (17).

El uso de sangre periférica como fuente de monocito/macroéfagos
tiene varias ventajas: primero, serfa posible encontrar todo el
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espectro de actividades y peculiaridades del macréfago en este
sitio, puesto que los monocitos “circulantes” parecen ser un
ancestro comin de todos los macréfagos diferenciados (45);
segundo, porque los monocitos dan la oportunidad de estudiar la
cinética del crecimiento y diferenciacién y tercero, porque el uso
de las mismas aves donadoras permite el estudio del
comportamiento de estas células a medida que el ave crece y en
paralelo con manipulaciones experimentales de diferentes orden.

Este estudio es un esfuerzo por desarrollar técnicas permitan la
evaluacion in vitro de los efectos de los inmunopotenciadores
como el Propionibacterium acnes, y de agentes
reticuloendoteliotrépicos como el virus de la enteritis hemorragica

(VEH).

Materiales y métodos

Aves. Se utilizaron pavos Nicolas de cuatro a doce semanas de
edad, mantenidos en semiaislamiento en las instalaciones del
Centro de investigaciones de la Fac. de Medicina Veterinaria del
Instituto Politécnico y Universidad Estatal de Virginia.

Separacion y cultivo de las células. Se tomé sangre de la vena alar
entubos heparinizados, la sangre se mezclé con un volumen igual
de solucién de Hank y luego se sometié a centrifugacion a 400 g
durante 28 minutos a 15 grados C. Los mononucleares fueron
colectados de la interfase y lavados tres veces con solucion de
Hank. Las células fueron resuspendidas en medio de crecimiento
(RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal,
penicilina 'y estreptomicina, glutamina y Hepes 1 M) a una
concentracion de 3 millones células viables por ml. Después de
tres dias de incubacién a 37 grados C en incubadora, hiimeda y
con CO2, las células se lavaron en su mismo medio utilizando
pipeta Pasteur y el medio con las células no adherentes fue
removido y centrifugado para devolver 50% del volumen del
sobrenadante a las células adherentes; la alimentacién se
complet6 con 50% de medio de crecimiento fresco. Después de
esta primera manipulacion del cultivo, cada tres dias se reemplazé
50% del medio por un volumen similar de nuevo medio.
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Microscopfa de luz y electrénica. Los cultivos de células vivas se
observaron al microscoplo invertido con contraste de fase. Células
fijadas, tefiidas con dif quick (Harleco), May grunwald giemsa,
toluidina, cristal violeta o hematoxilina-eosina, fueron analizadas al
microscopio de luz. Para la observacién al microscopio
electronico las células se cultivaron sobre laminillas de vidrio, se
fijaron 2.5% de gluteraldehido en solucién de Sorensen por dos
horas, se lavaron con la misma solucién y se fjaron de nuevo con
1% de tretraéxido de osmio en cacodilato de sodio al 0.1 M. Luego
las células se deshidrataron en alcoholes Yy se secaron al punto
critico con CO2 (secador Ladd). Los especimenes se montaron en
las rejillas, se cubrieron con un bafo de oro y finalmente se
analizaron en un microscopio electrénico de barrido JEOL JMSZ
35C a 25 Kuv.

Fagocitosis. Se utilizaron particulas de latex, levaduras
opsonizadas o no opsonizadas, zimosén, glébulos rojos de oveja
y Moraxela bovis. Las células fagociticas fueron evaluadas a
diferentes tiempos post-iniciacion del cultivo; se incubaron por 30
minutos a una hora con la particula a fagocitar y luego se tifieron
con giemsa o dif quick para hacer la evaluacién microscopica.

Receptores Fc. La presencia de receptores Fc se estudid mediante
la técnica de formacion de rosetas descrita por Kwan y cols. (22).
En resumen la técnica consiste en el tratamiento de glébulos rojos
de oveja con dosis subaglutinantes de anticuerpos contra glébulos
rojos, producidos en pavos y agregados a los mono-
cilo/macréfagos por un periodo de 30 minutos a 37grados C. El
cultivo fue lavado y teido con cristal violeta y, las rosetas se
observaron al microscopio de luz.

Tincién con esterasas no especificas y con diamina férrica. Se
utilizé alfa naftil acetato para demostrar esterasa no especificas
segun el procedimiento descrito por Li y cols. (25). La diamina
férrica se utilizé6 segin lo reportado por Spicer y cols. (37), para
descartar la presencia de mastocitos.

Tincién con naranja de acridina. Este colorante tiene afinidad por
lisosomas (21) y se utiliz6 para identificar monocito/macréfagos.
Se utilizé una dilucién de 0.25 g del colorante en 10 cc de solucién
de Hank y de esta se agregaron 20 ul a los pozos (de platos de 24)
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con laminillas sobre las cuales se cultivaron los monocitos. Luego
se lavaron las laminillas y se observaron al microscopio de luz
ultravioleta.

Desprendimiento de las células de los frascos de cultivo. Se
utilizaron tripsina, EDTA y pronasa; también se ensay6 solucion
salina fosfatada como se describié en bovinos (4) y lidocalna al 12
M como los describié Rinehart y cols. (29).

Produccién de antisueros. Se cultivaron células en laminillas por
10 dias y luego las laminillas se implantaron subcutaneamente en
cerdos o en conejos. El procedimiento se repitid 3 veces en un
perfodo de dos meses y luego se colect6 el suero. La presencia
de anticuerpos se evalu6 mediante la lisis dependiente de
complemento.

Susceptibilidad a virus. Se utilizaron el virus de la enteritis
hemorragica del pavo, purificado o en forma del homogenizado
de bazo y el virus CELO, ambos adenovirus aviares, en diferentes
estados de diferenciacion de las células.

Resultados

Descripcion del cultivo. Al momento de la iniciacion del cultivo las
células no podian diferenciarse morfologicamente entre si,
excepto por unos pocos trombocitos elongados. A las tres horas
de cultivo unas células pequeias polimérficas se adhieren
fuertemente al plastico (Figura 1a.). Estas células fueron
clasificadas morfologicamente como trombocitos (7). A las 24 a
48 horas las células adherentes tempranas empiezan a destruirse
y comienza a emerger un nuevo tipo de células adherentes; esta
nueva célila crece en tamaho, presenta un gran nimero de
vacuotas y acumula cantidades crecientes de particulas esféricas
en su citoplasma. Estas células fueron clasificadas tentativamente
COMO MONOCitos.

A los tres dfas después de la primera lavada, sélo unas pocas
células no adherentes persisten en el cultivo conjuntamente con
un cultivo de monocitos adherentes. Ahora estos monocitos
presentan gran actividad de membrana (Figura 2a.), producen
filipodios (Figura 2) y presentan un gran niimero de granulos en
su citoplasina (Figura 3a.). A partir de este momento empiezan a
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observar dos tipos de comportamiento; primero, las células
pueden seguir aumentando de tamafio y acumulando deshechos
celulares en su citoplasma y se observan fusion celular (Figura 3b.
y 4a.) y células gigantes (Figuras 4b. y 5a.). Alternativamente, las
células pueden extender su citoplasma, arreglar las particulas y
vacuolas alrededor del niicleo en forma circular (Figura 5b.) y
eventualmente formar una monocapa (Figura 5¢.).

En primer caso la longevidad del cultivo fue menor que en el
segundo caso, pues las células gigantes se lisan muy prontoy con
ello se inicia una cadena de eventos que conduce a la
degeneracién total del cultivo. En algunos casos, alrededor del dia
9, aparecen en células con morfologfa de fibroblastos que forman
colonias definidas de muy rapido crecimiento (Figura 6a.). Las
circunstancias que conducen a la aparicion de estos “fibroplastos”
no pudieron ser identificadas, pero se observd su crecimiento
solamente, pero no siempre, en cultivos de aves adultas (9-12
semanas de edad).

Fagocitosis y receptores Fc. La capacidad fagocitica de los
monocitos/macrofagos se probé a diferentes tiempos de cultivo.

Lafagocitosis de Moraxella bovis (Figura 8B) latex, glébulos rojos
de oveja, levaduras y zimosan se pudo observar claramente
(Figuras 6b, 6¢, 7a 7b). En este tipo de células, como en los
macrofagos bovinos obtenidos de la glandula mamaria, se
observo que la Moraxella bovis, una vez en el interior del fagocito,
lo destruye y gana de nuevo su libertad (resuliados no incluidos).
Los receptores Fc fueron demostrados mediante la formacion de
rosetas como puede verse en las Figuras 7c y 7d.

Esterasas no especificas, diamina férrica y naranja de acridina. Los
monocitos de pavo solo tifien en forma débil con reactivos para
esterasas no especificas; sélo unas pocas células en el cultivo
mostraron un leve color rosado, a diferencia de monocitos de
sangre periférica de humanos que se usaron como contro!. Las
células no reaccionaron con diamina férrica; en cambio la naranja
de acridina fue muy util para hacer la diferenciacién entre
monocitos, trombocitos y linfocitos. Los monocitos se colorean
rojo brillante en el citoplasma y de verde en el niicleo; en cambio
el nicleo de los linfocitos tifie de color verde con solo, aunque no
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siempre, uno o unos pocos granulos rojos muy discretos (Figura
8a.); los trombocitos por su parte, ademés de su pleomorfismo con
predominio de formas ovaladas y en uso, tifien su nticleo verde
con uno o unos pocos granulos rojos en un polo de su citoplasma.
Los “fibroblastos” tifien verde su nicleo y rojo Intenso el
citoplasma.

Separacion de las células del frasco de cultivo. Ninguno de los
tratamientos fue eficiente para remover las células adherentes lo
cual impidi6 estudios cuantitativos. La tripsina, sinembargo fue
capaz de remover los “fibroblastos y asf se comprob6 que estas
células pueden mantenerse por varias generaciones mediante
pases sucesivos.

Antisuero. Tanto los conejos como los cerdos produjeron
anticuerpos contra los leucocitos del pavo, lo cual pudo
demostrarse por la agregacion de las células y por la lisis
dependiente de complemento. No se ha hecho caracterizacién
adicional de estos reactivos.

Efecto de lectinas y de otras sustancias. No hubo un efecto visible
de la fitohemagiutinina, la concavalina A o el Lipopolisacérido
cuando estas sustancias se agregan a un cultivo establecido de
monocitos, pero silos mitégenos se agregan al principio del cultivo
se pueden observar efectos draméticos: la fitohemaglutinina y la
concanavalina agregan fuertemente los leucocitos y demoran la
diferenciacion de los monocitos. Aparentemente los agregados se
forman alrededor de los monocitos. El Lipopolisacarido tiene la
tendenciaa mejorar la densidad y lalongevidad de los trombocitos
pero este efecto desaparece después de 3 a 4 dfas sin cambio
aparente en la poblacion de monocitos. El 2-mercaptoetanol no
tiene un efecto visible en los primeros 3 dias pero las células
mueren en unos pocos dias mas. El carrageenan notiene un efecto
muy conspicuo en las primeras 48 a 72 horas pero luego paraliza
la diferenciacion celular y se acumulan los restos celulares en el
cultivo.

Columnas de lana de vidrio y de nylon. El fraccionamiento de las
células sobre estas columnas fue eficiente en cuanto a la cantidad
de células recuperadas, especialmente las fracciones no
adherentes y levemente adherentes; estas fracciones se obtienen
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Fig. 1. a) Leucocitos adherentes tempranos de pavo. La mayorfa de las células

tienen caracteristicas morfoiégicas de trombacitos (t). b) Microfotografia de
contraste de fase después de tres dias en cultivo.
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Fig. 2. Microscopia electronica de barrido de monaocitos de pavo después de seis
dias de cultivo. &) 2.200X y b) 720X.
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Fig. 3. Microscopfa electrénica de barrido de monocitos de pavo después de seis

dias de cultivo. a) Granulo

S y particulas en el citoplasma 6.000X. b) Fusién de
células 600X.

88




Fig. 4. a) Microscopia electrénica de barrido ilustrando la fusién de monaocitos de
pavo después de seis en cultivo 2.000X. b) Microfotografia de luz de una célula
gigante en un cultivo de monocitos de pavo.
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Fig. 5. a) Formacién de células gigantes por monocitos de pavo in vitro. b)
Fotografia de contraste de fase de monocitos de pavo in vitro después de ocho
diasen cultivo. Nétese un citoplasma extendido y el arreglo de vacuolas, granulos

y particulas alrededor del nicleo. ¢) Monocapa de monocitos de pavo diez dias
después de iniciado el cultivo. .




Fig. 6. a) Células fibroblastoides en un cultivo de monocitos de pavo doce dias
después de la iniciacién del cultivo. Fagocitosis de b) levaduras, ¢) particulas de
zimosén, por macréfagos de pavo cultivados in vitro. > :
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Fig. 7. Fagocitocis de: a) glébulos rojos de oveja, b) particulas de latex, por
monocitos/macréfagos de pavo. ¢) y d) rosetas Fe.
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Flg 8. a) Monocitos (m) y linfocitos (1) de pavo tefiidos con naranja de acridina.
b) monocito/macrétago cultivado por seis dfas y tefiido con naanja de acridina.
Nétense microorganismos (Moraxella bovis) fagocitados.
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con solo minima contaminacién de monocitos. La poblaciéon
adherente por su parte no puede removerse eficientemente de
estas columnas y finalmente la viabilidad de las células
recuperadas es muy reducida. Los trombocitos $& encuentran
indistintamente en cada una de las tres fracciones mencionadas.

Susceptibilidad a agentes virales. Las observaciones preliminares
indican que adenovirus como el virus de la enteritis hemorréagica
del pavo o el virus CELO, no producen un efecto citopético visible
en estas células.

Discusién

Las especies aviares representan un modelo de interés
excepcional para estudios inmunol6gicos, debido a la separacién
anatémica de las funciones de la inmunidad humoral y de la
inmunidad celular y por la posibilidad de manipulacién
experimental. De esta caracteristica no se ha sacado provecho en
el estudio de los monocitos/macréfagos.

Virolainen y Defendi (46) demostraron que para obtener
replicacion de macréfagos peritoneales era necesario el uso de
medios condicionados (sobrenadante de cultivos de células L, por
ejemplo). Este medio condicionado, supuestamente contiene un
factor estimulante de colonias responsable del efecto. Stanley en
1981 (38) demostré que existen por 1o menos cuatro subclases
diferentes del factor estimulante de colonias, cada uno con
caracteristicas fisicas y biolégicas diferentes. Ademas Stanley y
Guilbert (39) mostraron que el Factor estimulante de colonias-1
estimula sélo el crecimiento de macrofagos. Mas recientemente,
Tushinki y cols. (43) demostraron que la sobrevivencia y
proliferacién de macréfagos de médula Gsea in vitro, depende de
la presencia de un factor de crecimiento especifico que las células
destruyen en forma selectiva. En este estudio se encontré que el
mantenimiento de las células a largo plazo no era posible si se
cambiaba el 100% del medio de cultivo autélogo (preadaptado),
tan pronto como 10 horas después de iniciado el cultivo. Estas
observaciones estan de acuerdo con informes anteriores de la
literatura y sugieren que un factor (o factores) est4 siendo
producido o que algunas interacciones celulares estan teniendo
lugar (o ambas cosas) en las primeras horas del cultivo.
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Las principales caracteristicas monociticas de estas células son:
1) la morfologfa, 2) la adhesividad al plastico y la resistencia a la
tripsina y a los quelantes del calclo, 3) la formacién de células
gigantes, 4) el potenclal fagocitico, 5) la presencia de receptores
Fc, 6) el patron de coloracién con naranja de acridina y 7) el
comportamiento de las células en presencia de carrageenan. No
conocemos reportes de la literatura que indiquen que los
monocitos de pavo sean esterasa positivos, pero aparentemente
no lo son segulin nuestros resultados. Los resultados negativos de
la diamina férrica que es especifica para compuestos sulfatados
es una indicacion de que el cultivo no estd contaminado con
mastocitos. En general los resultados sobre la morfologia y el
comportamiento de estas células no difiere de los descritos por
Grecchiy Cols. (17) y Burkhardt (7) en gallinas; Ho y Babiuk (19)
en perros y Birminghn y Jeska (5) en bovinos.

Los cultivos duran més tiempo si las células optan por no
fagocitosis de restos celulares, no fusién y no formacion de células
gigantes. Esto puede ser estimulado evitando la mortalidad de
células durante el procesamiento y haciendo un lavado intenso
pero muy suave de las células al tercer dia.

El tratamiento de células en columnas conduce a cultivos de muy
corta duracién, lo cual podrfa explicarse por la mayor mortalidad
celular, o por la exclusion de algunos leucocitos necesarios para
producir o ayudar en las interacciones necesarias para la
diferenciacion de los macréfagos.

La presencia de “fibroblastos” en el cultivo fué inesperada, si bien
células similares pueden obtenerse de sangre periférica de
bovinos y cerdos (1, 5, 50). Parece, seglin nuestras observaciones
que los monocitos/macréfagos se transforman en fibroblastos y
luego empiezan una fase de replicacion activa. El hecho que estos
fibroblastos también fagociten es otra indicacién de su origen en
monocitos, pero otros estudios para, especificamente caracterizar
estas células, no fueron realizados.

Todavia hay mucho espacio para el mejoramiento de los cultivos,
haciéndolos mas durables y predecibles. Sinembargo los
resultados obtenidos con este sistema y particularmente por la
sobrevivencia a largo plazo de estas células son un factor
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estimulante para realizar algunos estudios sobre la funcién de
estas células como presentadoras de antigeno y sus interacciones
con otros tipos de leucocitos en el proceso de la respuesta inmune
0 en la reaccién a mitégenos. Desde el punto de vista virolégico
estos cultivos pueden ser de utilidad para el estudio de las
relaciones entre virus y macréfagos y particularmente para poner
a prueba el concepto de la llamada resistencia intrinseca y
extrinseca de los macréfagos frente a los agentes virales.
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8. EPILOGO: LAS AVES COMO MODELO DE
INVESTIGACION BASICA Y DE INMUNO-
PATOLOGIAS CON APLICACION AL HOMBRE

Después de haber revisado brevemente los aspectos mas
importantes de la inmunologia aviar, desde el punto de vista
aplicadoala produccion pecuaria, permitaseme tomar el concepto
de la inmunologfa como modelo de investigaciéon basica con
posibles aplicaciones a los mamifferos, entre ellos el hombre.

Como dijimos en un principio la existencia de un sitio especifico
para la maduracién de los linfocitos B y las posibilidades de
manipulacién experimental, ha llevado a demostraciones
trascendentales como la inmigracién de linfocitos a la bursa y al
timo, con base en quimeras de gallina-codorniz; un modelo
experimental de gran exquisitez y belleza.

En la actualidad, quiza el problema mas importante de la
inmunologia que sigue sin una explicacion es el fenébmeno de la
tolerancia inmunologica; si bien sabemos que es durante la
evolucién ontogénica de los linfocitos T cuando se “aprende” a
reconocer Yy tolerar lo propio, todavia no tenemos la explicacion
acerca de cémo ocurre este reconocimiento.

En embriones de pollo esfacil producir parabiontes, que son pollos
unidos por anastomosis. Estos pollos, como ocurre naturaimente
en mellizos bovinos, adquieren tolerancia a su compafero de
incubacién/gestacion y esto tiene gran potencial como modelo
para avanzar el estudio de la tolerancia. En este mismo sentido se
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Fig. 1. Quimera gallina-codorniz. A la izquierda una gallina que recibié, durante
la vida embrionaria, un de ala y timo de un embrién de codorniz. A la

derecha un ave que recibié solamente el implante de ala y presenté necrosis
completa a los tres meses.

)

Fig. 2. Gallina Obesa, a la derecha. Estas aves presentan retardo en el crecimiento
Y, por la sensibilidad a la temperatura, ocurre el erizamiento de las plumas.
Compérese con su compafiera normal, de la misma edad y sometida al mismo
régimen alimenticio.
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Fig. 3. Vitiligo en una mujer de 25 afios de edad y en una gallina de 8 meses. Este
tipo de amelanosis se da en la gallina Smyth y en por lo menos en el 1% de la
poblacién humana.

Fig. 4. Gallina de la linea 200 con las lesiones clésicas del escleroderma; necrosis
de la cresta y del cuello,



¥ ; N

Fig. 5. Corte de es6fago en un ave de un afio de edad con escleroderma. Nétese

el infiltrado de mononucleares y el aumento del colageno. Compaérese con un
ave normal de igual edad a la derecha.

Fig. 6. Tejido sinovial de un ave de 6 meses de edad. la izquierda hay

hipersensibilidad y aumento de colageno; mientras que el control de |a derecha
muestra un tejido graso normal.




ha informado de trasplantes entre embriones de gallinas
alogénicas y entre gallina y codorniz (xenogénicas) de alas, que
en el caso de gallina-gallina se aceptan indefinidamente, pero en
el caso de gallina-codorniz son rechazados en forma crénica. Sin
embargo, sl simultaneamente con el trasplante de ala se hace un
trasplante parcial de timo del mismo donador, el trasplante
galiina-codorniz sobrevive indefinidamente (Figura 1). Este
maodelo experimental corrobora la importancia del timo para
reconocer y tolerar lo propio, y podria servir de base para estudios
adicionales sobre este problema.

Finalmente mencionemos que las aves, por la facilidad que ofrecen
para estudios clinicos y genéticos han sido propuestas como
modelo para el estudio comparado de varias patologlas humanas,
entre ellas la enfermedad de Hashimoto, el vitiligo y el
escleroderma estan asociadas con procesos inmunopatol6gicos.
Veamos muy supericialmente las caracteristicas més importantes
de estos modelos.

Enfermedad de Hashimoto. Se trata de la tiroiditis autoinmune
espontanea hereditaria, asociada con hipotiroidismo que
desarrolla el 90% de machos y hembras de la cepa OS de gallinas
leghorn blancas. La glandula tiroides se encuentra infiltrada con
linfocitos y células plasmaticas hasta en un ciento por ciento en la
séptima semana de vida. Las células plasmaticas infiltrantes
producen anticuerpos contra tiroglobulina. Los animales con este
tipo hipertiroidismo no crecen normalmente, lienen depodsitos de
grasa en abdomen y subcutaneamente, por lo cual se las llama
obesas (obese strain OS); ademas tienen anormalidades en las
plumas, son muy sensibles a los canibios de temperatura y son
pobres ponedoras de huevos (Figura 2).

Vitiligo. La gallina smyth, también llamada amelanica, es normal al
momento del nacimiento, pero una semana después muestra
danos en melanocilos, a nivel de las plumas y de los foliculos
pilosos. Los melanosomas son autofagocitados por los
melanocitos y estos se degeneran y mueren. El proceso esta
acompanado de infiltracion de linfocitos a la pulpa de la pluma y
la coroides. A los seis meses la decoloracion es obvia en las
plumas y en los ojos. lL.a burseclomia neonatal disminuye el
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proceso patologico pero no lo evita completamente. Las aves
afectadas muestran un alto indice de ceguera y pérdida de plumas
en un proceso similar a la alopecla areata del hombre. El origen o
tipo de dafio genético de este sidrome no se ha caracterizado ain,
pero por lo menos el 1% de la poblacion humana sufre esta
condicién y generalmente en asoclacién con otros problemas
autoinmunes (Figura 3).

Escleroderma. El escleroderma de la gallina se ha sugerido como
modelo para el estudio de la esclerosis progresiva sistémica del
hombre, caracterizada por fibrosis de la plel y de otros 6rganos.
En la gallina el problema se manifiesta por la pérdida de la cresta.
A partir de las dos semanas de vida se Inician una serie de cambios
patol6gicos como edema, eritema y necrosis de la cresta; también
aparecen poliartritis, edema, necrosis y pérdida de plumas
alrededor del cuello. El dafio de la cresta ocurre en el 90% de las
aves de la cepa L 200 (Universidad de California, Davis), mientras
que los camblos adicionales ocurren en el 45% de las aves a las
siete semanas. Igualmente puede haber dafios en 6rganos
internos como el esofago, intestino delgado, pulmén, rifdn y
testiculos. La obsevacién microscopica revela un infitrado de
mononucleares, fibrosis y oclusién vascular. Muchas de estas aves
desarrollan anticuerpos antinucleares, factor remautoideo y
anticuerpos contra el coldgeno (Figuras 4, 5 y 6).

Lainmunologfa aviar es pues, una fuente de informacién con gran
potencial de aplicacion a la industria avicola y a la industria de
productos biolégicos, ademds de su gran potencial para proseguir
el escrutinio de los fendmenos basicos del sistema inmune.
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