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Cross reactivity of anti-human and anti-bovine cytokine monoclonal antibodies with ceta-
cean tissues

RESUMEN: Este estudio valora la reaccion cruzada de un panel de diez anticuerpos monoclonales para citoqui-
nas de origen bovino y humano en secciones de tejidos fijados en formol, asi como de tejidos congelados pro-
cedentes de pulmdn, bazo, higado y nddulos linfaticos mesentéricos de tres especies de cetaceos: delfin mote-
ado (Stenella frontalis), delfin listado (Stenella coerulealba) y rorcual comun (Balaenoptera physalus). En las
secciones seriadas, se utilizaron anticuerpos anti-CD3, IgG y lisozima humanos para identificar células T, célu-
las B y macrofagos/monocitos,respectivamente. Los anticuerpos frente a IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-a y CD25 humanas y los anticuerpos frente a IL-4 y IFN-y bovinos se expresaron en las muestras de teji-
dos congelados de nédulos linfaticos de cetaceos de forma similar a la obtenida en tejidos de las especies de
origen, sin embargo, éstos no mostraron reaccion en las secciones de tejido fijadas en formol.

SUMMARY: This study evaluates the cross-reactivity of a panel of ten monoclonal antibodies to human and bovi-
ne cytokines in formalin-fixed and snap frozen tissue sections of lung, spleen, liver and mesenteric lymph nodes
of three species of cetaceans: Atlantic spotted dolphins (Stenella frontalis), striped dolphins (Stenella coerule-
oalba) and fin whale (Balaenoptera physalus). In serial sections, anti-human CD3, IgG, and lysozyme polyclo-
nal antibodies (pAbs) were used to labels T and B cells, and macrophages/monocytes respectively. The anti-
human IL-1a, IL-1B8, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, CD25 and anti-bovine IL-4 and IFN-y mAbs yielded immuno-
labelling in cetacean snap frozen lymph node tissue sections similar to that obtained in the species of origin, but
they did not react in formalin-fixed tissue sections. The anti-human CD3, IgG, and lysozyme pAbs reacted both
in formalin-fixed and snap frozen tissue sections of the three cetacean species. Macrophages and lymphocytes
were the most common cell population immunolabelled with the anti-cytokine mAbs. The results of the present
study suggest that this panel of anti-cytokine mAbs may be useful to evaluate cytokine expression in snap fro-
zen tissue samples of the species of cetacean tested.
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Introduccion

Se ha sugerido que el deterioro de
la funcién inmunitaria produce un
papel importante en el aumento de la
incidencia de enfermedades infeccio-

sas en mamiferos marinos (Jepson et
al., 1999; Jepson et al., 2005).
Diversas citoquinas tienen un papel
decisivo en la determinacion del estado
inmunitario del animal, de esta manera
la integridad del sistema inmunitario
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puede ser controlada por medio de la
respuesta celular inducida por la cito-
quinas (Cullor, 1995; Murtaugh et al.,
1996). Asi, el conocimiento de la fun-
cion de las diferentes citoquinas en
procesos inflamatorios puede llevar a
un mayor conocimiento del sistema
inmunolégico en los mamiferos mari-
nos. La observacion de los efectos
inmunotoxicos de diversos contami-
nantes a través de la valoracion de pro-
duccion de citoquinas, fagocitosis e
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inmunofenotipificacion ha  sido
demostrada en los seres humanos
(Svensson et al., 1994; Bilrha et al.,
2003), asi como en delfines mulares y
ballenas belugas con elevada ingesta
de peces afectados por diversos conta-
minantes (Levin et al., 2004).

La mayoria de los estudios de
identificacion de citoquinas en
mamiferos marinos han sido realiza-
dos en suero (Cirocco et al., 1997;
Funke et al., 2003), pero hasta la
fecha existe poca informacion sobre
la produccion y funcion de diferentes
citoquinas en estos animales.
Desafortunadamente, el nimero de
estudios con citoquinas en mamife-
ros marinos es muy limitado por la
falta de reactivos especificos para
estas especies. Como las citoquinas
han permanecido bien conservadas
durante la evolucion, la reaccion cru-
zada entre distintas especies anima-
les puede ocurrir (Pedersen et al.,
2002; Scheerlinck et al., 1999;
Dernfalk et al., 2004). En los Gltimos
afios se han realizado algunos estu-
dios de expresion y reaccion cruzada
de citoquinas en distintas especies de
cetaceos. De esta forma, Funke et al.
(2003) estudio la expresion de IL-6
nativa en orcas y delfines mulares;
Itou et al. (2002) valor6 el efecto de
TNF-o. recombinante de delfines
sobre la actividad catabdlica respira-
toria de neutrofilos de delfines;
Beineke et al. (2004) estudio la
expresion de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TGF-B y TNF-a en linfocitos contro-
les y linfocitos estimulados por mito-
genos de marsopas sanas utilizando
la técnica de la RT-PCR (reverse-
transcription polymerase chain reac-
tion). Sin embargo, no existen traba-
jos que evaluen la expresion de anti-
cuerpos anti-citoquinas en diferentes
tejidos de mamiferos marinos.

El objetivo del presente trabajo
fue investigar la reaccion cruzada de
un panel de 8 anticuerpos monoclo-
nales frente a citoquinas humanas y 2
frente a citoquinas bovinas en mues-
tras procedentes de tejidos de tres
especies de cetaceos.

Material y métodos

1) Animales y obtencion de muestras

Este estudio fue realizado con tres
delfines moteados (Stenella fronta-
lis), dos delfines listados (Stenella
coerulealba) y un rorcual comun
(Balaenoptera physalus), la mayor
parte de éstos varados vivos en la
costa de las Islas Canarias (Espafia).
De las necropsias de estos seis anima-
les se recogieron muestras de pulmo-
nes, bazo, higado, ileon y nddulos
linfaticos mesenterios. Una parte de
las muestras fue rapidamente conge-
lada en OTC (Miles, Elkhart, IN,
USA), inmersa en 2-metilbutano
(Merk, Darmstadt, Germany) y con-
geladas en nitrogeno liquido para su
conservacion a -80 °C. Posterior-
mente, con un criostato se realizaron
cortes seriados de 7um de grosor,
que fueron fijados en acetona durante
10 minutos y guardados de nuevo a -
80 °C hasta su utilizacion. Otra parte
de las muestras fue fijada en formol
tamponado al 10%, deshidratadas por
medio de un gradiente de alcoholes, y
lavadas con xilol hasta su inclusion
en parafina, utilizando técnicas ruti-
narias. Los bloques de parafina fue-
ran cortados a 4um para su tincion
con haemotoxilina-eosina.

2) Inmunohistoquimica

Tanto para los tejidos congelados
como para las muestras fijadas en
formol se siguio el método de la avi-
dina-biotina-peroxidasa (Jaber et al.,
2003a). En el caso de los tejidos
ultracongelados, la actividad de la
peroxidasa enddgena fue bloqueada
por incubacion de los cortes en una
solucion de fenil-hidrazina al 0,05%
(Sigma, St Louis, MO, USA) en tam-
pén tris salino (TBS) pH 7.2, mien-
tras que en aquellas fijadas en for-
mol, dicha reaccion fue bloqueada
tras incubacion con metanol al 0,03
% en tampon fosfato salino. En las
muestras fijadas en formol se utiliza-
ron tres tipos de tratamiento: 1) incu-
bacion en pronasa al 0,01 % (Sigma)
a temperatura ambiente durante 10
minutos. 2) incubacion en tripsina al
0,25 % (Fluka, Buchs, Suiza) con
cloruro de calcio al 0,02 % durante
20 minutos a 37 °C. 3) incubacién en
acido citrico al 0,01 M y tratamiento
en microondas a 100 °C. Todas las
fueran posteriormente
incubadas en suero normal de cabra
al 5% (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) durante 30
minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, Los anticuerpos pri-
marios fueron incubados a 4°C

secciones

Tabla 1. Detalle de los anticuerpos primarios usados en este estudio.

Especificidad Especies Método de Dilucién Fuenteb

de origen tratamiento
IL-100 (MAC) Humano 1:100 Inmunotools®
IL-18 (MAC) Humano - 1:100 Inmunotools®
IL-2 (mAC) Humano - 1:100 Inmunotools®
IL-4 (MAC) Bovino - 1:100 Serotec®
IL-6(mAC) Humano - 1:100 Inmunotools®
IL-8 (mAC) Humano - 1:100 Inmunotools®
IL-10 (mAC) Humano - 1:100 Inmunotools®
TNF-o. (mAC) Humano - 1:100 Inmunotools®
IFN-y (mAC) Bovino - 1:100 Serotec®
CD25 (mAC) Humano - 1:100 Inmunotools®
CD3 (mAC) Humano Pronasa 1:100 Dako®
IgG (MAC) Humano Pronasa 1:100 Dako®
Lysozyme (pAc) Humano Pronasa 1:100 Dako®

@ -: sin tratamiento

b -: Serotec (Oxford, IK)

Immunotools® (Friesoythe, Germany)

Dako® (Glostrup, Denmark)
mAc: anticuerpo monoclonal
pAc: anticuerpo policlonal
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durante toda la noche en camara
htmeda. Los detalles de los anticuer-
pos primarios utilizados, las dilucio-
nes, tratamientos de eleccion y ori-
gen del anticuerpo son resumidos en
la Tabla 1. Al dia siguiente se aplico
un suero de inmunoglobina biotinila-
da de cabra anti-raton (Dako) a 1:50
durante 30 minutos en las secciones
incubadas con los anticuerpos mono-
clonales (Amc) anti- IL-la, IL-1B,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o,
CD25 e IFN-y.

En cortes seriados de nodulo lin-
fatico mesentérico y bazo se aplica-
ron los anticuerpos policlonales
(Apc) anti-CD3, IgG y lisozima para
detectar células T, células B y ma-
crofagos/monocitos, respectivamen-
te. Estos Apcs ya habian presentado
reaccion cruzada en tejidos de ceta-
ceos segun se muestra en los traba-
jos realizados por Jaber et al.,
2003b. Estos cortes fueron incuba-
dos durante 30 minutos con un suero
de inmunoglobulina biotinilado de
cabra anti-conejo (Dako) diluido al
1:200. A todos los cortes se les apli-
c6 como suero terciario el complejo
ABC (Vector) diluido al 1:50 duran-
te 1 hora. Seguidamente, se revela-
ron los cortes con 3’- tetrahidroclo-
ruro de diaminobenzidina (Sigma)
diluido en TBS al 0,035% con 0,1%
de perdxido de hidrogeno durante 1

Tabla 2. Inmunohistoquimica para los anticuerpos monoclonales en tejidos de cetaceos.

minuto, aclarados en agua corriente
y contratenidos moderadamente con
hematoxilina de Mayer, para des-
pués, en el caso de las muestras de
tejidos ultracongelados ser monta-
dos con immumont (Shandon,
Pittsburgh, PA, USA), mientras que
aquellas fijadas en formol fueron
montadas con DPX. Como controles
positivos de los anticuerpos prima-
rios se utilizaron cortes de nodulos
linfaticos bovinos y humanos, mien-
tras que aquellas secciones en las
cuales el anticuerpo primario fue
sustituido por PBS fueron utilizados
como controles negativos.

3) Recuento celular y andlisis esta-
distico

Las células inmunorreactivas
para IL-la, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, TNF-a, CD25 e IFN-y
fueron contadas en 20 campos selec-
cionados al azar, de 0,6 mm? de mag-
nificacion, utilizando microfotogra-
fias digitalizadas. El recuento celu-
lar fue expresado como sigue: -,
negativo; +, 1-5 células/0,6 mm2; ++.
6-25 células/0,6 mm?2; +++ 26-50
células/0,6 mm?; ++++ > 50 célu-
las/0,6 mm?2. Las células inmunorre-
activas fueron identificadas por el
uso de los Acps (CD3, IgG vy lisozi-
ma), asi como por su tamafio y carac-
teristicas morfologicas.

Resultados

1) Histopatologia

En los pulmones se observd un
infiltrado moderado de células lin-
foides en los septos interalveolares y
un moderado aumento de los macro-
fagos alveolares. En algunos casos,
se observo una fibrosis moderada
focal que afectaba a los septos inter-
alveolares. El higado presentd un
ligero infiltrado linfoplasmocitario
en los espacio porta. En el bazo no
se identificaron cambios histologi-
cos, mientras que los nodulos linfati-
cos mesentéricos mostraban un
moderado aumento de tamafio por
hiperplasia de los foliculos linfoides
y de las areas paracorticales. En un
delfin moteado se observo linfoade-
nitis supurativa moderada. Otro de
los delfines moteados mostrd una
gastritis ulcerativa asociada a infes-
tacion severa por Anisakis sp.

2) Inmunohistoquimica

Los resultados inmunohistoqui-
micos estan resumidos en la Tabla 2.
En las tres especies de cetaceos, los
Apcs anti-CD3, IgG y lisozima reac-
cionaron tanto en las muestras fijadas
en formol como en aquellas proce-
dentes de muestras congeladas. El
Apc anti-CD3 presentaba mayor
expresion en los linfocitos localiza-

Especie Anticuerpos monoclonales

(ndmero Tejido IL-1o IL-1B IL-2 IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-a IFN-y CD25

de casos)

Sf (3) Pulmén | ++* ++ ++ ++ +++ + - ++ - +
Bazo + + ++ ++ ++ ++ + ++ + +
LN ++++ +++ +++ +++ ++++ ++ ++ +++ + +
Higado | + + + + - - - - - -

Sc (2) Pulmén | ++ ++ +++ ++ ++ +++ + + - -
Bazo ++ +++ +++ +++ ++ +++ + + + +

Bp (1) Bazo + + ++ ++ ++++ + + + ++ ++
LN ++ ++ ++ ++ ++++ ++ + + ++ +
Ileon ++ ++ +++ +++ ++++ ++ + + ++ +

Sf: Delfin moteado (Stenella frontalis)

Sc: Delfin listado (Stenella coeureleoalba)

Bp: Rorcual comun (Balaenoptera physalus)

LN: nddulos linfaticos

* 1 Namero de células por 0.6 mm?2: -, negativo;

+, 1-5; ++, 6-25; +++, 26-50; ++++, > 50.
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dos en areas paracorticales, que en
aquellos presentes en la medula de
los nddulos linfaticos, mientras este
nimero era variable en aquellos lin-
focitos presentes en los cordones y
senos esplénicos, asi como en las
areas interfoliculares de las placas de
Peyer. En los septos interalveolares y
espacios porta el numero de linfocitos
inmunorreactivos fue reducido. El
Apc anti-IgG marc6 numerosas célu-
las plasmaticas de los cordones y
senos medulares de los nodulos linfa-
ticos, mientras que en el caso de los
linfocitos esta expresion fue mas
reducida en los foliculos linfoides y
areas interfoliculares. La expresion
también fue reducida en los cordones
y senos venosos esplénicos y en la
lamina propia del ileon, mientras que
en los espacios porta y septos interal-
veolares apenas se detectaban células
plasmaticas inmunorreactivas. Nu-
merosos macrofagos localizados en la
médula de los nddulos linfaticos, asi
como en los senos y cordones esplé-
nicos, lamina propia del ileon, septos
interalveolares y células de Kupffer,
asi como algunos macrofagos inters-
ticiales de los espacio porta, presenta-
ron fuerte inmunorreactividad en el
citoplasma granular con el Apc anti-
lisozima. Los Acms anti-IL-1o, IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-o. IFN-y y CD25 mostraron
reaccion cruzada con muestras de
tejidos de cetaceos ultracongelados,
pero éstos no reaccionaron con aque-
llos que procedian de tejidos fijados
en formol. Estos resultados fueron
similares en todos los animales de las
especies examinadas.

A) Nodulos linfaticos mesentéricos

La inmunorreaccion obtenida con
los Acms anti-IL-1o, IL-18, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o. IFN-y y
CD25 presentd un patron similar en
secciones procedentes de nodulos lin-
faticos de bovinos, humanos y ceta-
ceos, mientras que ésta no era obser-
vada en los controles negativos de
todas las especies.

Los anticuerpos anti-IL-10, IL-18,
IL-2 (Fig. 1) y IL-4 (Fig. 2) mostraron

Figura 1. Delfin moteado. Nodulo linfa-
tico mesentérico, IL-2. Inmunorreaccion en
células redondas de los cordones medulares.
Método ABC, contratincion con hematoxili-
na de Mayer. Barra = 20 pm.

Figura 2. Delfin moteado. Nodulo linfa-
tico mesentérico, 1L-4. Inmunorreaccion en
linfocitos y macrofagos de cordones medula-
res. Método ABC, contratincion con hema-
toxilina de Mayer. Barra = 20 pm.

una fuerte (delfin moteado) o modera-
da (rorcual comun) expresion en lin-
focitos y macrofagos, principalmente
localizados en los senos y cordones
medulares, asi como en zonas para-
corticales. El Amc anti-IL-4 marco
también células tipo dendriticas en
areas paracorticales y foliculos linfoi-
des. El Amc anti-IL-6 presentd una
fuerte reactividad en numerosos linfo-
citos de senos, cordones medulares y
areas paracorticales en ambas espe-
cies. El Amc anti-IL-8 mAc presento
una fuerte inmunorreactividad en los
granulos citoplasmaticos de un nume-
ro moderado de macrofagos de las
areas paracorticales, cordones y senos
medulares. El Amc anti-IL-10 (Fig. 3)
mAc marcé un numero variable de
linfocitos en las areas paracorticales,
cordones medulares y senos linfati-
cos. En el rorcual comun, solo unos
pocos linfocitos y macrofagos locali-
zados en los cordones medulares y
areas paracorticales fueron IL19*. Los
granulos citoplasmaticos de numero-

Figura 3. Delfin moteado. Néodulo linfa-
tico mesentérico, IL-10. Inmunorreaccion en
algunos linfocitos y macréfagos de cordones
medulares y areas paracorticales. Método
ABC, contratincion con hematoxilina de
Mayer. Barra = 20 pm.

sos linfocitos y macrofagos presenta-
ron una fuerte inmunorreactividad
para el TNF-o en las areas paracorti-
cales, cordones y senos medulares, y
en menor numero de linfocitos de los
foliculos linfoides de delfines moteados;
en el rorcual comin solo aparecian
ocasionales linfocitos y macrofagos
marcados con este anticuerpo en los
cordones medulares y areas paracorti-
cales. Con los Amcs IFN-yy CD25 se
obtuvieron resultados similares a los
del TNF-o..

b) Pulmones

Los Amcs IL-lo, IL-1B, IL-2,
IL-4 e IL6 presentaron fuerte reacti-
vidad en numerosos macrofagos
intravasculares y linfocitos de los
septos interalveolares. El Amc anti-
IL-8 se expresd ocasionalmente
(delfin moteado) o en numero abun-
dante (delfin listado) en macréfagos
intravasculares. Por otro lado, el
Amc anti-IL-10 en delfin moteado,
reacciond ocasionalmente con linfo-
citos y macrofagos de los septos
interalveolares. El anti-TNF-a
marcé un numero de bajo a modera-
do de linfocitos y macrofagos de los
septos interalveolares en los delfi-
nes listado y moteado, respectiva-
mente.

C) Higado

Los Amcs anti-IL-1a e IL-1B se
expresaron ocasionalmente en linfoci-
tos y macrofagos de los espacio porta.
La IL-1o también se expreso en los
hepatocitos. Los Amcs IL-2 e IL-8
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marcaron linfocitos y macrofagos ais-
lados, respectivamente, procedentes
del infiltrado inflamatorio periportal.
Sin embargo, el anti-IL-4 mAc marcd
células mononucleares circulantes
aisladas. Los Amcs IL-6, IL-10, TNF-
o. ¢ IFN-y no mostraron reaccion algu-
na con el tejido hepatico de las tres
especies de cetaceos estudiadas.

D) Bazo

Los Amcs IL-10: e IL-1B demostra-
ron una fuerte inmunorreactividad en
un numero variable de macrofagos de
los senos venosos y cordones espléni-
cos. Los Amcs IL-2 e IL-4 marcaron
numerosos linfocitos y macrofagos de
las vainas periarteriales, senos veno-
sos y cordones esplénicos. El Amc IL-
6 reacciond con numerosos linfocitos
de las vainas periarteriales, senos
venosos y cordones esplénicos, parti-
cularmente en el rorcual comun. El
Amc anti-IL-8 (Fig. 4) mostr6 intensa
inmunorreaccion citoplasmatica y gra-
nular en un nimero variable de macro-
fagos localizados en cordones y senos
esplénicos. El Amc para IL-10 marco
de moderado (delfin moteado) a bajo
(delfin listado y rorcual comtin) nume-
ro de linfocitos y macréfagos de los
cordones esplénicos y senos venosos.

En los macrofagos de los senos
venosos y cordones esplénicos se
observo una fuerte inmunorreactivi-
dad citoplasmatica y granular para el
anti-TNF-a (Fig. 5). Los anticuerpos
para CD25 (Fig.6) y para IFN-y (Fig.
7) presentaron una reaccion intensa en
los granulos citoplasmaticos en mode-
rado (rorcual comtn) o bajo (delfines
listado y moteado) niimero de linfoci-
tos y macrofagos de las vainas periar-
teriales, cordones esplénicos y senos
Venosos.

E) Illeon

Las placas de Peyer fueron valo-
radas Unicamente en el rorcual
comun. El nimero de células marca-
das y patrén de intensidad de la reac-
ciéon con los diferentes anticuerpos
fue similar al encontrado en los ndédu-
los linfaticos.

Discusion

Los anticuerpos policlonales
CD3, IgG y lisozima mostraron reac-
cion cruzada en secciones de tejidos,
tanto congelados como en formalina,
procedentes de delfines moteados y
del rorcual comun, presentando un
patron de inmunotincion y una distri-
bucion celular similar a la descrita en
el delfin comtn (Jaber ef al., 2003a),
delfin listado (Jaber et al., 2003b), asi
como en muestras procedentes de
tejidos humanos (Rose et al., 1994) y
de otras especies (Ramos-Vara et al.,
1994). Por lo tanto, estos 3 anticuer-
pos son adecuados como marcadores
de células T (CD3), células B IgG+
(IgG), y monocitos y macrofagos
(lisozima) en tejidos fijados con for-
malina de estas dos especies de
cetaceos.

Por otro lado, los anticuerpos
monoclonales anti-IL-1c¢, IL-18, IL-
2, 1IL-6, IL-8, IL-10, TNF-0, CD25
humanas y anti-IL-4 e IFN-y bovinos
producian una inmunotipificacién en
muestras procedentes de nodulos lin-
faticos de cetaceos similar a la obte-
nida en las especies de origen. Estos
resultados sugieren que estos anti-
cuerpos presentan reaccion cruzada
con las citoquinas de cetaceos y por
lo tanto son adecuados para estudios
inmunohistoquimicos en tejidos con-
gelados de diferentes especies de
cetdceos. Estos resultados son de
interés por el reducido nimero de
anticuerpos para citoquinas emplea-
dos en cetaceos, que generalmente
han sido usados para detectar cito-
quinas en suero (Cirocco et al., 1997,
Funke et al., 2003; Beineke et al.,
2004), y la poca informacion sobre la
expresion de citoquinas en tejidos de
estas especies. La reaccion cruzada
de anticuerpos humanos para cito-
quinas ya habia sido referida en otras
especies animales, como el cerdo
(Salguero et al., 2002; Sanchez-
Cordon et al., 2005), raton (Buendia
et al., 2004), perro (Catchpole et al.,
2002) y oveja (Rahman et al., 2004).

La expresion de citoquinas vario
en intensidad y nimero de células

Figura 4. Delfin moteado. Bazo, IL-8.
Inmunorreaccion en macrofagos de cordones
esplénicos. Método ABC, contratincion con
hematoxilina de Mayer. Barra = 20 pm.

Figura 5. Delfin moteado. Bazo, TNF-OL.
Se observa fuerte reaccion citoplasmatica de
algunos macrofagos de cordones esplénicos.
Método ABC, contratincién con hematoxili-
na de Mayer. Barra = 20 pm.

Figura 6. Rorcual comin, Bazo, CD25.
Reactividad citoplasmatica en una célula lin-
foide de cordones esplénicos. Método ABC,
contratincion con hematoxilina de Mayer.
Barra = 20 pm.

marcadas en los distintos organos
valorados. La elevada expresion de
IL-4, TIL-6, IL-10 en los tejidos estu-
diados sugiere una respuesta inmuni-
taria tipo Th2 en todos los animales
testados. En contraste, la expresion
de CD25 e IFN-y fue muy baja en los
delfines, pero elevada en el rorcual
comun. Similares resultados a los
presentados en los delfines han sido
observados en vacas parasitadas con
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nematodos gastrointestinales (Gasbarre
et al., 2001; Claerebout et al., 2005),
sin embargo solo uno de los delfines
moteados mostré una parasitacion
severa por Anisakis sp. Con toda esta
informacion seria de gran interés lle-
var a cabo estudios toxicoldgicos e
inmunoldgicos para comparar la
expresion de diferentes citoquinas y
los niveles de sustancias contaminan-
tes desde que algunos de éstos como
el hexaclorobenceno (HCB) induce
marcada reaccion de IFN-y (Daniel et
al., 2001).

En conclusion, los anticuerpos
monoclonales anti-IL-1ca, IL-1b, IL-
2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, CD-25
humanas y anti-IL-4 e [FN-y bovinos
son adecuados para estudios inmuno-
histoquimicos en secciones de teji-
dos fijados por congelacion de dis-
tintas especies de cetaceos. Esto es
de gran interés porque estos anticuer-
pos podrian ser utilizados para valo-
rar su estado inmunitario, testando la
expresion de citoquinas en diversos
procesos patologicos, tal como infec-
ciones bacterianas, viricas, parasita-
rias o aquellos producidos por sus-
tancias toxicas.
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