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RESUMEN

CABRIALES JIMENEZ JOSE JESUS. Inmunoprofilaxis mediante la administracion in ovo de
linfocinas provenicntes de linfocitos T de aves inmunes vs Eimeria tenella, en pollos de engorda
de vin dia de edad. (Bajo la asesoria de: MVZ, MC. Gary Garcln Espinosas; MVZ, PhD. Guillermo
Téllez Isalas; MVZ, EPA: A José Antonio Quintana Lépez y PhD. Michnel Kogut.)

En el presente trabajo fué evaluada Ia administracion in ovo de linfocings provenientes de
linfocitos T de aves inmunes contra Eimeria tenella (ET-1LK), como método profildctico, ante un
desaflo con E. tenella en pollitos de un dia de edad, Se evalud la disminucidn de la soveridad de
lesiones macroscdpicas al cuarto dfa post-desafio, en pollitos inoculados con ET-ILK al dia 18 de
la cmbrlogénesis y desafiados al primer dia-de edad con 30,000 coquistes esporulados de E.
tenella. También se evalud la disminucion de 12 produccién de ooquistes al sexto dia post-desaflo,
en pollitos inoculados con ET-JLK al dia 18 de la embriogénesis y desafiados al primer dia de
edad con 500 ooquistes esporulados de £, renella, Mediante fa vin de ndministrnélén‘ in ovo-se

depositaron 0,20 ml de ET-ILK cn cavidad amnitica, Las linfocinas ulilizidas fueron obtenidas

del sobrenadante de linfocitos T-en activacion con Concanavalina A, pmvenieﬁ!es de gwéé

hiperinmunizadas vs E. tenella. Los resultados pbsétvndos muecstran que 18 administracion imovo

* de ET-ILK nl dia |8 det desarrollo embrionario no confleren pl;olecciél_l‘ anto un desafio por E.

tenella ai dia de ednd, ya que o hubo disminucion en of grado de lesiones mgrdscépicas ol 4°dia -
post-desnflo (P>0.05), i tampoco hubo disminucién en la produceldn de ooquistes al 6° dia post- -

desaflo (P>0.05). Esta falta de pro!ecci6n puede deberse & 1a influencia de varios factores tales
‘como: ln via de adminislracién do las linfocinas; la cantidad de estas linfocings; vida media de ls
iinfocinas, In condicion del sistema inmune et el poilito al dia de edad o fa interaccidn entro estos

fuctores.
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INTRODUCCION

Coccidiosis aviar,

Es una enfermedad provocada por un parisito protozoario del género Eimerica que
afectn ¢l tracto intestinal, lo que origina un retardo en el desarrolio, baja en fa produccian,
pérdida de peso y una mortalidud variable que depende det grado de parasitosis (MeDougal
y Reid, 1991; Lillchoj, 1993). Actualmente es In enfermedad parasitaria mds importante y
que mayores pérdidas ccondmicas causa en las explotaciones avicolas comercinles y
riisticas. Afecta principalmente a pollos jévenes entre In 3a. y 6a. semana de edad. De las
especies de Ehmertas que afectan a los pollos que pucden identificarse con mayor
frecuencia en México son: Eimeria tenello, E. acerviling, E. maxima, E. necratic y E.
brunetti (Moreno 1992). De estas especies, las que se localizan e invaden la parte anterior y
media del intestino delgado producen una alteracion cn las funciones de absorcion de
nutrienites y earotenos por el tracto intestinal, debido principalmente a In destruccion de
células intestinales, Esta alteracion ocasiona una baja de peso y despigmentacion, Dentro
de las especies que afectan al intestino grueso estan: Limeria tenella, F, brumetti y I,
necatrix. La coceidiosis por E. fenellu, ¢s la enfermedad més grave debido a la alta
mortalidad, pérdida en la ganancia de peso y una eyidente melena provocada por el dafio
hecho por los esquizontes de 2a. generacion al invadir Jas células subcpiteliales de las

criptas (McDougal y Reid, 1991.; Moreno, 1992),

Control de Ia coccidiosts aviar,

Para el control de la coccidiosis en pollos, se abarean aspectos de quimioterapia,
inmunoprofilaxis y nutricionales (Arakawa 1993). Il uso de drogas anticaccidianas son la
principal arma para ¢l control de los brotes de ecoecidiosis en el mundo. Los
anticoceidianos de sintesis quimica y fermentacion bioldgica, tienen ¢l incovcﬁieu!c de
tener un margen de seguridad muy estrecho debido a la toxicidad y efectos colaterales en

el huesped, ocasionados por sobredosis, o camo un resultado de mancjo, genética,

nutricién u otras interacciones.




La limitante mds importante del uso de los anticoccidianos, ¢s ¢l desarrollo de
resistencia a los farmacos por parte de las coccidias después de la exposicion a la
medicacién, y no menos importante son sus efectos potencialmente toxicos y la
acumulacion de sus residuos en los tefidos (Arakawa 1993; McDougal v Reid 1991: Mc
Dougal 1994; Moreno 1991).

Inmunoprofilaxis: vacunacion vs coccidiosis.

El polio ¢s el {mico huesped natural de las coccidias aviares sicndo susceptibles a
partir de! primer dia de edad en adelante; sin embargo, se desarrolla inmunidad despues de
varias exposiciones al pardsito (Long, 1986. Nakai, 1992, Bafundo, 1994). A pesar de ello
no hay estimulacion de inmunidad cruzada entre las especies de coceidias; por o que es
posible encontrar varios brotes en la misma parvada involuerando a veces o tmas de una
especie de coccidia (MeDougal and Reid, 1991).

Las vacunas actuales wilizadas en pollos de engorda generalmente no contienen
todas las cspecies de coccidias, solamente coptienen las especics que tienen una
significante importancia en la produccion de pollo de engorda. Las especies inds comunes
de coccidias aviares que las vacunas conticnen, son: E. acervuling, E. tenella y E. maxima.
Estus vacunas vivas se aplican en el agua de bebida o por aspersidn cn el alimento pocas
horas antes de llegar ¢l pollito & la coseta; por lo gencral  las especies prescntes en la
vacung serdn aparcites aproximadamente 28 dins despues de Ia administracion de la
vacuna (Bafundo, 1994. Moreno 1991). Frecuentemente, las infecciones por Eimeria
tencella se vuelven mis severas durante este intervalo y es posible que Ja mortalidad aleance
niveles no aceptables (Bafundo, 1994).

E! éxito de la vacuna en el pollo de engorda depende de que se desarrolle un
sistema i mnuno competente, por lo que cualquicr factor que cjerza un cfecto negativo sobre
el sistema inmune afectard adversamente la respuesta producida por Ia vacuna (Bafundo,
1994).

El uso de vacunas contra la coccidiosis tiene un éxito limitado en ¢l pollo de
engorda debido a que cuando se considera el uso de vacunas con ocoquites vivos, dehe

cvaluarse el impacto econdmico, ya que incluso las ligeras infecciones con algunas



especies de cocciding afectan la ganancia de peso, conversién alimenticia y pigmentacion

de la picl (MeDougal y Reid, 1991; Bafundo, 1994).

Meeanismos de inmunidad vy eoccidiosis aviar,

En el caso de las enfermedades causadas por protozoarios, sotre todo en las
praducidas por coccidias, Jos mecanismos de inmunidad no estin claros tadavia (Tizard,
1989.), pero los trabajos ya se han iniciado para conocer ¢l funcionamiento (Garefa.
1995a). Actualmente se conoce que en el desarrollo de la inmunidad, la respuesta echifar
juega el papel mds importante pata cl control de las enfermedades intracelulares, donde las
células T son fundamentales para ¢l controf de la multiplicacion del pardsito ( Roitt, 1993 ).

En e caso de la coccidiosis aviar ¢std involucrado un conjunto complejo de
poblaciones celulares y citocinas en el desarrollo de una inmunidad protectora, Las células
T cooperadoras ( T CD4* ) parccen ser Ia primer poblacion cclular involucrada durante la
respuesta inmune, Estas cétulas T cooperadoras promucven: la diferenciacion de células B
a células plasmdticas productoras de anticuerpos, la induccion de lo actividad supresora y
citotdxica por otras células T; ¢} incremento de actividad de las células NK; la activacion
de macréfagos y el desurrollo de mastocitos. Las células T cps' pueden ser activadas por
fas células T CD4" | desarrollando funciones suptesoras y citotéxicas; de este modo cf
huesped infectado con coccidia puede incrementar una respuesta a la infeccidn parasitaria
(Lillehoj y Trout, 1993). Otro tipo de poblacion celular que interviene en los mecanismos
de inmunidad son los macrofagos, cuya funcidn no es tan s6lo fagocitando y destruyendo
antigenos; ellos participan en Ia iniciacién de wna respucsta inmune especifica por el
procesamicnto del antlgeno y presentdndolo sobre su superficie en asociacién con la
protefna del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MEHC por sus siglas en inglés) a

los finfocitos, Los macrifagos también pueden sceretar comporienies ¢itoloxicos, asf como

citocinas que estimulen a otras células inmunes. Estos macréfagos juegan un -papel

importante e la inmunidad pero requieren de activacion previa por exposicion a citocinas

o al pardsito (Lillehoj y Trout,1993).
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Citocinas.

El desarrollo de una respuesta inmune especifica implica camplejas interacciones
entre las células linfoides e inflamatorias. Dichas interacciones estan wediadas por
proteinas solubles de bajo peso molecular, conocidas coleetivamente con ¢l nombre de
citocinas (Kogut 1996).

Estas citacinas son productas solubles seeretados por célulag inmuies. Son
mediadores peptidicos que funcionan como reguladores de incrementa y disminucion de la
tespuesta inmunoldgica, inflamatoria y reparadora de lesion. Estas citocinas son proteinas
(generalmente glicoprateinas) de un peso molecular relativamente bajo (de 8 a 25 KDa).
Funcionan como scfiales intercelulares que regulan fas respuestas inflamatorias focales y
en ocasiones sistémicas. Generalmente no estin presentes en el suero y habitulamente
aclian paricrinamente o autocrinamente (Sharma, 1991; Roilt, 1993; Openheim, 1993;
Kagut, 1996).

-Redes de citocinas,

La idea de las redes de citocinas (en inglés: "eytokine networks") se ha desarrollado a
través de investigaciones sobre fas interacciones que existen entre las poblaciones de células
inmunes y no inmunes. Las evidenciss, cada vez mds abundantes, han demostrado la
complejidad de esta cascadas de citocinas. Sin enibargo, estas intervelaciones funcionales
entre citocinas s pueden deseribir, bisicamente, como la respuesta directa de una poblacidn
de célntas (células primarias) a estimulos especificos mediante lu produceion de una citocina
particular para cjercer efectos distintos sobre otta poblacion de células (clulas blanco, o
célulns objetivo {en inglés; target cclls]). Las  céiulas -blanco responden mediante la
produccion de citocinas que sirven yn sea como seffafes de retroalimentacion para las células
primarias, o bien pam iniciar una caseada de eventos, afectando a una serie nueva y. distinta
de céluias blanco (Kogut 1996) . |

El papel funcional de las citocinns y de sus il)l_c‘nélaciongs funcionales, es critico para
la defensa del huésped y s puede clasificar en tres categorfas de la respuesta inmune del

hudsped:
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1) activacidn, crecimicnto y diferenciacion de tinfociis, lo cual acitrre eit respucsta
al reeonocimicnto de un antigeno especifica por los linfocitos T,

2.-) hematopoyesis, 1 cual estimula el creeimiento y la diferenciacién de las células
blastos de la médula dsea, para transfonmarse en levcocitos maduros.

3.-) inflamacidn, que estd involuerada cn la movilizacién de los eucociios hacii los
sitios de la infeccion o de la fesion tisular,

En el pollo se sabe que ocurren eslas tres categorfas de la respuesta inmunc, atin
cuando los mecanismos operativos bisicos medindores de cllas, todavia no estin claros
(Kogut 1996).

El papel delas citocinas en la respuesta inflamatoria,

La premisa mayor de la inflamacidn es el reclutamiento de fas célulus efectoras, como
son los monocitos y los leucocitos polimorfonucleares (PMN) en los sitios de infeecién o
lesion tisular. Los polimorfonucleares son las células inflamatorias que predominan
inicialmente en los sitios de reclutamiento para llevar a cabo Ja inflamacién (Kogut 1996).

La extravasacién y el secuestro de células polimorfomcleares en ¢l sitio de la
inflamacion, dependen de una compleja scrie de eventos:

1).- La generacién local controlada de las citocinas de Ia respuesta temprana, conio
por cjemplo el factor de necrosis de los tumores (INF, por sus; siglas en inglés) y la
intertencina- (L-1), que conducen a la aetivacion de las celulas endoteliales y & la expresion
superficial de las moléculas de adhesion de los polimorfonucleates, derivadas-de Ins células
endoteliales; como por ejenplo las selectinas E y Py la moléeula 1 de udﬁesiénjntmcclulur

(ICAM-1, por sus siglas en inglés). Estas moléenlas de adhesioit son rccebtmes generados

por las membranas luminales de las eélulas endoteliales que rectibren internamente n los

vasos sanguineos. - ‘
2).- Produccion local de citocinas quimioticticns para aclivar los polimorfonuclearcs
('cpmd por ¢jemnplo fa interleuciiia-8 [1L-8]),
: 3)~ La activacion de los polimorfonuclearcs y la expresién de las moléculas .de
adhesion derivadas de éstos, en la sangre periférica; por cjemiplo: el CDIIWCDIS, ligante

pata el ICAM-1, y la selectina -L, ligante pata las selectinas E 'y P,



4).- Adherencia de las céiulas polimorfonucleares y de las células endoteliales o travds
de fos ligantes respectivos,

5).- Diapedesis y migracion de polimorfonuchenres a través de la barrera de eélulas
endoteliales al sitio inflamado # través de gradientes quimioticticos en ef tejido local.

Después de haber Hegudo al sitio inflamado, los polimorfonucleares activados pueden
responder a los estinwtos mediante fagocitosis y muerte, y mediante fa liberacton de citocinas
adicionales. A medida que continta el praceso inflamatorio agude, después de esta etapa de
iniciacton, fa cvocacion de la miemoria de los leucocitos se torna dindmica con
composicion celular del infiltrado inflamatorio, cambiando a una poblacion celular en la que

predominan las células mononucleares (Kogut 1996).

Utilizacion de las citocinas.

Ein la medicina veterinaria existen muchas situaciones en los que puede ser deseable
aumentar la capacidad del animal para desarrolfar ana respuesta inmune. Enire clfos
encontramos o aumento de la proteccion y al tratamiento de  enfermedades
imnunosupresoras. Muchos y muy diversos son tos comptiestos que se han utilizado para
modificar lns finciones del aparato intunocompetente en los animales domésticos. La
clasificacidn mds simple consiste en dividirlos en inmunomoduladores intrinsecos, o sea
aquellas moléeulas, como las cimci‘rms, que soir componentes normales del -aparato
inmunccompetente; ¢ inmunomodaladores extrinsecos, refiriéndonos a fos compuestos
externos capaces de modular fa funcion inmune (Tizard 1996).

‘Los inmunomoduladores inirfusecos son componentes nornales de la respuesta
inmune, Al administrar citocinas adicionales, se msumic que Ia disponibilidad de cstas
moléeulns en ef wnimal normal ¢s limitante de acuerdo a su cantidad, y que la administracion
de mds citocinas en forma pura, de alguna manera promoverd la resistencin contra lu
enfermedad, o incluso la curacidn (Tizard 1996).

Citocinas producidas por los linfocitos T,

Las citocinas producidas por-los linfocitos se denontinan linfocinas, mientas que

los péptidos. producidos por monoeitos y macrdfogos se denominan mwonocinas  (
Oppenhein, 1993). '
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Recientes investigaciones han mostrado la presencia de algunas linfocinas en el
sobrenadante de esplenocitos de pollo estimulados can Concanavalina A (Can A) canio:
Interleucina 2 (11-2) e Inferferdn gama (INFy) (Gamez, 1995) y posiblemente Factor
necrosante de tumores (INF) (Garcia, 1995). Estas citacinas secretadas en respucsta a un
estinulo tal camo Con. A, aloant{genos o jor un antigeno especifico, son importantes
mediadores de la respuesta celular. En investigaciones realizadas con pollos, se ha
mostrado que Ta administracion de estos productos solubles de Linfocitas T estimulados
con Con A (Linfocinas) y que provienen de aves hiperinmunizadas con antigenos
especificos, son capaces de inducir protecci6n ante infecciones por agentes intracclulales
como es ¢l caso de Sulmonella enteritidis (McGruder et al, 1993; Téllez et of, 1993) y
Eimeria tenella (Kogut and Stajchert, 1992; Garefa, 1995).

Se ha visto que la administracién de estas linfocinas de linfocitos 'I' provenientes de
pollos inmunizados contra £, tenella (BT-1LK), pueden inducir una importante proteccidn
contra una infeccion por F. tenella a los catorce dias de edad. Tl efecto de estas linfocinus
se refleja en el incremento de I resistencia def huesped a la infeccion por este pardsito; y:
que se observa una significativa reduccion en el grado de lesin cecal, nsf como en la
produccion de coquistes (Kogut, 1992; Garein, 1995). Sin embargo esta. proteccion
depende de la via de administracion, ya que se ha mostrado que aves inoculadas
intraperitoncalmente presentan tal proteecion, no asf las aves inoculadas intramuscular y
subcutineamente (Kogut and Slajchert, 1992). '

Garcla  (1995) mostrd que la adninistracién  intraperitoneal  de linfocinas
provenientes de linfocitos T de aves inmunes contra £, fenella y estimuladas con Con A,
confieren proteccion imtc desaffos con bajos nimeros de ooquistes. esporulados de E
tenella por un ticmpo méximo de cinco. dins. Mo obstante, esta administracion

intraperitoneal de linfocinas a pollos eriados comercialmente no serfa prictico,

Administracion in ovo de linfocinas,
Alternativamente, la administracién in ovo de linfocings puede-ser-una solucidn
prictica (McGruder e al, 1995). Tnvestigacioncs con otias enfermedades  han mostrado

que to administracion in ovo de vacunas del virug'de Bronquitis infeceiosa (Wakenell y



Sharmn, 1986); vacunacion in ovo con virus vivo modificado de la enfermedad de
Newcastle (Ahmad and Sharma, 1992); vacunacion in ovo can Herpes virus del pavo para
protejer contra la enfermedad de Marek (Sharma and Burmester, 1982) y la administracidn
de vacunas de baja virulencia contra la enfermedad de Gumboro in ove (Sharma, 1985),
pucden protejer a los pollitos contra estas enfermedades sin afectar su incubabilidad o su
sobreviveneia,

La administracion in ovo de linfocinas ha mostrado. que confiere proleccién contra
la infeccion ¢ fuvasion a drganos por Salmonella enteritidis (McGruder, 1995) y
Salmonella gallinarum (Wong, 1996). Estn vie de administracion de linfocinas no
compromete la sobrevivencia de los embriones ni la viabilidad de los pollitos al nacer
{McGruder, 1995; Wong, 1996). Por cstas razones se espera que al administrar linfocinas
provenicntes de aves inmunes vs Kimeria tenella (ET-ILK) in ovo, los pollitos nacidos

adquieran proteccién nnte una infeccién temprana por el parasito.
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HIPOTESIS

Las finfocinas provenientes de Linfocitos T de aves inmunes contea Eimeria tenclla
inoculadas in ovo at din 18 de la embriogénesis, protegerin a las aves contra un desafio por

E. tenella al dia de edad.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la proteccion conferida por las linfocinas provenjentes de Linfocitos T de
aves {nmunes contra Eimeria tenella (ET-ILK) inoculadas in ovo al dia 18 dc fa

embriogénesis, ante un desaflo por E. tenella a pollitos de un dia de edad,

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar 1a disminucion de la severidad de lesioncs: macroscopicas al cuarto din

post-desaflo, en pollitos inoculados con ET-ILK: al dia 18 de la embriogénesis y desafindos

al printer dfa de edad con E. tenela.
Evaluar Ia disminucién de In producci6n de ooquistes al sexto dla post-desaflo, en
pollitos inoculados con ET-ILK al dfa 18 de ln embriogénesis y desafiados al primer dia de

edadcon E. tenella.



H
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MATERIAL Y METODOS

Preparacion dela cepa de £, fenella para desaffo.

Se utilizd la cepa MOR-80 de Eimeria ienella, del Departamento de Produceion
Animal: Aves de la Facultad de Medicing Veterinaria y Zootcenia de la Universidad
Nucianal Auténoma de México. Los ooquistes fueron cosechados, esporulados y

almacenados camo lo describen Long er al,, 1976.

Animales de experimentacion,

Se usaran 390 huevos féntiles de reproductoras pesadas Peterson x Aviam Farm,
que fucron sometidos a incubacién en una incubadora comereial, Despucs del nacimento,
los pollitos fucron trasladados y alojados en baterias con ealefaccidn que se encuentran en
las unidades de aislamicnto del Departamento de Produccion Animat :Aves de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zoateenia de la Universidad Nacional Autonoma de México,
Iistas aves recibicron alimento ad libitum con 22% de PC y 2,900 Kcal de cnergla

metabolizable, sin anticoceidinno y agua ad libifum.

Animales para inmunizacion para 1a obtencién de linfocinas (ET-I1LK).
Se utilizaron pollos comerciales clinicamente sanos-Avian Farm de 4 semanas de

edad, que fueron crindos desde el din de edad ¢n baterins con caleluccion, agua y alimento

sin anticoccidiano ad libitwn (19% 1.C. y 3,100 Keal de EM), Las uves fueron expuestas al

pardsite Eimerla tenella durante 14 dfas con una dasis de 1,000 ooquistes/dia/ave, que
induce wta inmunidud slida en los pollos (Joyner and Norlon; 1979). Despucs de 10 dins
de la dltima dosis, las avc§ fucron saerificidas. para la oblencién de los bazos (Kogut,
1992). ’

Preparacion de la suspension de eélulas esplénicas,

Para la. obtencion. de los esplenocitos, diez dias después del - proceso de

inmunizecion, se colectaron asépticamente los bazos de estas aves inmunizadas, Los bazos
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s¢ pasaros a traves de un tamiz de acero inoxidable para tejidos del wimero 50; atitizando
medio para cultivo celular RPMI 1640 adicionado con §00 wiml du penecilina y 100 mp/m!
de estreptamicina (P-E). Las eélulas esplénicas fueron centrilugadas a 250 xg por 10 min. a
4°C. Del paquete centrifugado, solamente se tomd Ia parcion superficial de este boton, S¢
realizd una sola suspensidn de célutas separadas (5 - 7 x 10" cllulashnt) cn media REMI
1640, libre de sucro y suplementado con L-glutaming, pirvata de sodiv y P-E (Kogut.
1992).

Aislamiento de Linfocitos T,

Para pwificar los linfocitos T del total de la poblacian de esplenocitos, la
suspension de células aisladas preparadas anteriornente, fueron incubadas en eajas de Petri
de vidrio (100x15 mm) por 2 horas a 41 °C en una itcubadora con § % de CO,, para
separar las células adherentes al vidrio (macrofagos, eritiocitos, tromhoeitos) de los
linfocitos. Las células que no se adhericron al vidrio (Linfocitos T y B), fucron pasadas a
traves de columpas de Nylon-algeddn, Los  colwmnpas fueron  preparadas  por
empaquetamicnto del Nylon-algoddn sin compactarlo a razon de 3.5 gr. en jeringas de 35
ml y esterilizadas por autaclave, Estas coluranas lueron preincubadas con RPMI 1640 tibin
con 10 % de suero fetal bovine a 41 °C en una estufa con 5 % de CO,. Los linfocitos
fueron aplicados a las columnas en 10 ml. de RPMI que comticne 10% de suero futal
bovino, Estas columnas fueron entonces ineubadas por wna horaa 41 °C con § % de CO,.

Las células que no se adherieron al Nylon -algoddn fueron sostraidas de la columna
con medio RPMI tibio. La viabilidad de las céivlas obtenidas fué determinada por tincién
de Tripan-azul al 0,1% y la densidad celular fué ajustada para la concentracion desenda: 1 x
107 célutas/ml (Kogut, 1992).

Preparacién de linfocinas.

Las linfocinas fucron preparadas por incubacion de I suspensian de eélulas que no

se ndherieron al vidrio ui al nylon-algadén (1 x 107 células/nl) en medio RPMI 1640 que



conticne 7,5 pg/m! de concanavaling A en botellas de cultivo celular de 75 em? durante 48
horas a4l °C enuna incubadora con 5 % de CO,.

Despues de las 48 horas de incubacion, ¢l sobrenadante se colectd y centrifugd a
2000 x g por IS min para separar todas las células; se le adiciond methyl o-
mannopyranosida (40 pg/ml), para inactivar los residuos de concanavalina A. Sc
concentraran los sobrenadantes de 10 a 12 veces mediante ultrafiltracion, empleando
membranas YM-10.(10 Kilodaltons), Bl material retenido se pasé a traves de un filtro
(0.45 mm). Kl producto filtrado fué conservado a -20 °C hasta que fuera utilizado (Kogut,
1992).

Administracion delinfocinas.

La administracion in ove de las linfocinas se realizd segun e procedimiento
originalmente descrito por Sharma y Burmester (1982) y modificada por McGruder (1995).
Se inocularon 0.2 ml, a cada embrién de linfocinas inmunes o £, tenella (ET-1LK)

en cavidad amni6tica al dia 18 de la embriogénesis.

Desafio con la cepa MOR-80 de E. tenella, ‘

Experimento 1, Evaluacion de Ia severidad de tesion cecal. Cuato dias después de
la inoculacién in ovo de E1- lLK cuando los pollitos contaban can un’ dm de edad, se
desafiaron con una dosis de 30,000 coquistes esporulados de F. tenella,

Experimento 2 ; Recuperacién y conteo de ooquistes, Cuatra dias después de Ia
inoculacion in-ovo de ET-1LK; cuando-los poititos cantaban con un dia de cdad, se

desafiaron con una dosis de 500 ooquistes esporuladas de E. tenella.

Evaluacién de Ia severidad de las lesiones macrosedpicas y niimero de
ooquistes cecales: '

Laseveridud de lns lcsiohcs cecales fie evaluada al cuarto dia posl-dcsaﬂo' conio Id
describen Johnson y Reid (1970). El conteo de voquistes se realizd al sexto dia post-

desaflo tal como lo describe en su téenica Long (1976).



DISENO EXPERIMENTAL

Estudiv It Se evalud en el pollito Ja severidad de lesion cecal macroseopica al
cuarto dia posterior al desafio con Fimeria tenella. Vsie diselio experimental estuvo

formado de la siguiente manera;

No. DE OOQUISTES ESPORULADOS

. GRUPO PARA EL DESAFIO AL ler. DIA No. POLLOS
A + 30,000 45
B EIMLK 30,000 45
C RPMI 30,000 45
D NO 45
Donde: A) +: Grupo testigo de la cepa de Eimeria tenella.

B) ET-ILK: Grupo experimental inoculado i ovo con Linfocinas de aves
iumunes a Eimeria tenella y desafiado con ooguistes esporulidos de L.
tenella,

C) RPMI: Grupo testigo inoculada i ove solamente con el medio de enltivo
RPMI 1640 y desafiado con ooquistes esporulados de £. tenella.

D) Grupo testigo sin inocular y sin desafiar,

. Para cada grupo se asignaron aleatoriamente 15 aves con tres réplicas para cadi uno,



Estudio 2@ Se evalud el nimero de coquistes ceeales al sexto dia posterior al
desafio con Eimeria tenella en todos los grupos. Este diseio experimental estuva formado

de Ia siguiente manera:

No. DE QOQUISTES ESPORULADOS

GRUPO PARA EL DESAFIO AL ler. DIA No, POLLOS
A + 500 30
B ET-ILK 500 30
C RPMI 500 30
- NO 30
Donde: A)+: Grupo testigo dela cepa de Eimeria tenellu,

B) ET-ILK: Grupo experimental inoculado in ovo con Linfocinas de aves
inmunes a Eimeria fenella y desafiado con ooquistes esporulados de /.
tenclla,

C) RPM: Grupo control inoculado solamente con ¢l medio de cultivo
RPMI 1640 y desafiado con ooquistes esporulados de E. fenella.

1) Grupo control sin inoeular y sin desafiar.
* Pam cada grupo se asignaron aleatoriamente 10 aves con tres réplicns para cada uno,

Andlisis estadistico.

Los resultados del conteo de coquistes Fueron sometidos-a un ANDEVA pari
_determinar las diferencias entre los  tratamientos. Se realizd la prucba de Scheffe para
determinar “las diferencias estadisticamente significativas entre - medias mediante  In
utilizacion del paquete estadlstico SAS, Para -determinar las diferencias estadisticas
significativas en el porcentaje de las aves con o sin lesiones cecales se utilizé la prucba de

Ji cundrada (Zar, 1984).
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RESULTADOS

EVALUACION DI LA SEVERIDAD DE LAS LESIONES MACROSCOPICAS Al
CUARTO DIA POST-DESAFIO (CUADRO | Y ANEXQ)

srupn testigo positivo: Aves desafiadas con 30,000 aoquistes esporulados de Eimeria
fenela, se observaron algunas petequias aistadas cn la pared del ciego que corresponde o
las lesiones de grado 1+ en 12 de 45 pollitas.

srupo experimental: inoculado con ETILK in ove y desafiado con 30,000 ooquistes
esporulados de £ fenella. No se obscrvaron diferencing estadfsticas significativas entre el
testigo positiva y el grupo experimental (P> 0,05 ).

Grupn testigo inoculndo in ove selo con RPMI y desaliado con 30,000 ooquistes
esporulados, No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre el grupo testigo
jusitivo y el grupo inoculado in ovo con RPMI (P > 0,05), Tampoco hubo diferencias
significativas entre ¢l grupo inoculada con ET-ILK y el grupo inoculado m ovo con RPMI
(P>0.05). '

Grupo testigo negativo: No se encontraron lesiones en ninguno de los ciegos de las aves.

EVALUACION DEL NUMERO DE QOQUISTES RECUPERADOS AL SEXTO DIA
POST-DESAFIO (CUADRO 2) ‘

.Grupo testigo - positivo: Aves desafiadas con 500 ooquistes esporulados de Eimeria
tenella. 81 se recuperaron ooquistes de los cicgds de lns aves. Se cbnlm‘on 3,500 voquistes
por inl, promedio de! macerado de los ciegos de las 10 aves de cadu réplica,
Grupo cxpcrimn(al' inoculado con ET-ILK in avo y desafindo con 500 ouquis'lcs ‘
Lspomlados de £, tenella. No se observaron diferencias estadisticns significativas entre’el
testigo positivo y.¢l grupo experimental { P> 0.05).

‘ Grupo testigo iumulmlo in ove sulo- con RPMI y desafi 'ido con . 5()0 ooquistes

esporulados, No se cncanlrur(m diferencias esladisticas sigmhwuvas centre cl grupo lcqm__o
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pusitivo y el grupo inoculado in ovo con RPM] (P > 0.05). Tampoco hubo diterencias

significativas entre el grupo inaculado con ET-ILK y ef grupo inoculado in ovo con RPMI
(P>0.05).

srupo testigo negativa: No se recuperaron ooquistes en ninguna de las réplicas.
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DISCUSION

Ei la coccidiosis aviar el efecto profitictica mediante Ja administracion del
solirenadante de Jinfocitos T estimulados con concanavaling A (linfocinas), pravenientes de
aves inmunes cantra Eimeria tenella (ET-1LK), es dependiente de Ja ratt de administracion
(Kogut 1992). Recientes iavestigaciones bhan mostrado  que Ja admiaistracion
intraperitoneal de linfacinas provenientes de aves inmunes a Kimeria tenetla (GT-1LK) y
linfocinas provenientes de aves inmunes a Salmanella enteritidiy (SE-1LK), confieren
prateccidn contra desafios por estos respectivos agentes (Kogut 1992; MeGruder 1993;
Téllez et al 1993). En ¢l caso de la administracién intrapetitoneal de SE-ILK se ha visto
que tambidn confiere proteceion contra Sefmonellu gallinarm (Wong 1993; Wong 1996)
y contra Eimerfa !uuella‘ (Garefa 1995b). Esto sugiere que hay una proteccion inespecilica
conferida mediante fa administracién de finfocinas.

Esta proteccidn se ha asociado con un incremento concominante de leucocitos
polimoﬁbnuclearcs (PMN) en sangre periférica (McGruder 1995) y con wn importante
aumenlto en el grosor de la lmina proprin en ciegos; en donde se observa wna marcada
infiltracidn de estas células inflamatorias (Télez e af 1993).

Kogut (1992) reporta que cuando se administran ET-1LK pdr via (ntraperitoncal cs
provocada una respuesta inflamatoria que es carncterizada por una migracién de células
fagociticas y linfoides a la cavidad peritaneal. Bsta respuesta inflamatoria resulta en In

induccion de un gran mimero de macréfagos activados, con un incremento de actividades

funcionales que incluyen: la habilidad de matar mieroorganismos y eéilas tumorales;

ademds de regular o immunidad adqtlifida\ mediante fa” presentacidn de antlgenos ol
linfocito. Bl autor supone qué es posible que tul macrofago se encuentre presel te cerca del
lugar donde In coceidia infecta ef epitelio intestinal. Bl maerdfago migra al sitio’ de
infeccion y jucga un papel cn ¢l incremento de Ja proteccion, reduciendo ¢l grado de lesion
y Ia produccion de ooquistes, »

En ¢l caso de la administracién inn ovo de linfocinas, en el prescule trabaja se

observé que fa adminstracion de ET-ILK al dia 18 del desarrollo embrionawio, no confiere
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proteceion a pollitos de un dia de edad contra un desafio por Eimerfa tenello, Esta falta de
proteccién puede deberse a la influencia de vardos factores, tales como: la via de
administracion de las linfocinas, cantidad de estas linfocinas, vida media de Jas mismas o la

condicién del sistema inmune def pollito a esa edad.

Via de admiuistracién de Ias linfociaas: MeGruder (1995) mostrd que la
administracion de SE-ILK al dia 18 de a emibriogénesis confieren proteccién u poliitos de
un dia de edad contra la infeccion e invasion a érganos por 8. enteritidis al nacimiento.
Wong (1996) reporta que csta administracon in ovo de SE-ILK presenta un efecto
protectivo en mortalidad ¢ invasidn a &rganos durante 5 dias post-desafio con S
gallinarum.

En ¢l presente tabajo' se inocularon las linfocinas cn la-cavidad amnibtica
(MeGruder 1995). Bl amnios es un saco que esta lleno de un liquido transparente que le

sirve al embrién para flotar y protejerlo de posibles traumas (North 1993; Parkhurst 1988).

" Al dia 18 del desarrolo embrioniario el pollito esti acomodada con la cabeza de tal manera

que cl pico se encucntra por debajo del ala derecha y hacia la parte inferior de In amplia
camara de aire (North 1993). A este tiempo el Hquido amnidtico cast ha dcsapurccidb
(Parklurst 1988), ya que una importante cnntidad de este liquido amnidtico ¢s ingérido
cutre el dla 17 y 18 (Watkins 1995). Esto hace suponer que al momento de ser inoculadas
{as linfocinas, 1a cantidad de Hquido amnidtico es minima y no todo el i:lé;ulo es ingﬁrido ‘

por el embrién, ya que al momento de nacer ¢l pollito se encuentra batado por el amnios,

Cantidad de linfocinas: At cuando el pollito lograra ingcrir In cantidad inaculada
de linfocinas (0.2 ml), no se tienc 1a informacién de I cantidad exacta de estas linfocinas:
contenidas cn‘ el indeulo. Tnvestigaciones anferiores que han utilizado. linfocinas, ks
definen como factores sccretados por los linfocitos 'T bajo 1a activacidn de un mitégcuo a ‘
un antigeno especlfico (Kogut 1992; McGruder 1993; Téllez 1993). Recientemente se han
identificado las linfocinas 11-2, IFNy (G>()mczr 1995), en 1os sobrenadantes de linfocitos T

estimulados con Con. A, de aves inmunes vs S, enteritidis (SE-LK) y S. gallinarum (SG-

LK)y bosiblcmente 'TNF en los sébmnadames de ET-ILK (Garcla 1995a), A pesar de que
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se han identificado estas linfocinas aviares, aun no se¢ ha cuantificado su concentracion en
este sobrenadante. Tal vez Ia cantidad de Hnfocinas inoculadas no sca 1a suficiente para
estimular una respuesta inmune cn ¢l pollito que 1o proteja cantra una infeceion por 7

Tenella.

Vidn medin de las Enfocinas: Garcia (1995 a) mostrd que las linfocinas inoculadas
i.p., contieren proteccion a pollos de 2 semanas de edad cantra un desafio por £, Tepella
Esta proteccion s observd hasta el 5 dia post-inoculacion, ya que los animales desafindos
despues de este tiempo, fueron susceptibles a lu coccidiosis. En e ciclo de vida normat de
la coccidin, cuando ¢s ingerido ¢l ooquiste espornlado, tarda un dia para que se liberen los
esporozoitos e infecten a la célula. Para el segundo dia post-inféecion se forman los
esquizontes de 1 generacion y al tereer dfa post-infeecion se liberan los merozaitas de la 1*
generacidn, Este es el momento a partir del cual a jnmunidad debe de estar presente para
evitar que sean infcctz{das otras células (McDougal y Reid, 1991). En el presente estudio,
del momento ¢n que se inoculacon las linfocinas a el momenta en que se desalio el pollito, ©
transcurrieron 4 dins. Para cuando el pardsito se encuentra en su fase de merozoito, ya-han
transcurrido 7 dias desde que se inocularon las Yinfoeinas, y sepin las observitciones hechas
por Garcla (1995a) las linfocinas no protejen ol 100% o este tiempo. Tal vez e8 por esta
razon que al inocular las linfocinns, estas posiblemente sufricmn“ ma- desnaturalizacion
anles de encontrar una eélula blawco para desencadenar la caseada de eventos involuerados

en una respuesta celular,

Slstema inmune del pollito: Durante ¢l desarrollo cmbrionuﬁo se han detectado los
primeros lencocitos al din seis en el saco vitelino, Se han encmurado micréfagos en bazo y
en saco vitehino al noveno din; ¢n intesting, bolse de Fabricio y limo al déeimo dia; yen.
higado al din 12 (Jansen et al 1991), Los niveles de heterdfilos encontrados en embridu de
pavo. son enire 80 y 90 % y los bas6filos, cosindfilos y Jnonocitos constiluyén menos del
10% (Allsep e) al 1990), En el embrion de polto sc sabe que los liufobitosﬁpareceu enel.

timo alrededor del dia 11 del desarrollo cmbrionario. Aqul el Gimo pmpokrciona‘cl
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microambicate necesario para la diferenciacion de Ja célula madre en subpoblaciones
distintas de linfacitos: linfocito T CD4' y linfocito T CD8” (Glick 1988),

Lowentall (1994) encontrd que las células T de pollitos de un dia de edad, son
fenolipicamente maduras y capaces de ligar mitgenos tal como 1o hucen las célulus T de
aves maduras, Sin embargo, estas eélulas fucron funciottalmente inmaduras debido a su
incapacidid para proliferar o producir citocinas scguido a un estimulo inmune, Este
investigador explica que las células presentes en ¢l bazo de pallitos de un dia de edad,
seguramente producen un inhibidor soluble que evita la proliferacion de células T. El
mismo autor observd que la produccion de este inhibidor decrece dramdticamente por cl
segundo dia de nacimiento, el enal coincide con un incremento en la habilidad de las
célutas T para responder a una estimulacion inmune. Eslos resubtados sugicren que of
periddo en el cual Jas células T no responden a la inmunoestimuincion, ¢s mediada por tna
inmadurez funcional de las células T'y la produccion de un inhibidor solubte.

Esta informacion coincide con los resultados obtenidos en este trabajo. La auscucia
de proteccién mediante la administracion in ovo de las ET-HLK, pude ser ocasionada por la -
inmadurez de las células T del pollito al primer dia de edad.

Adicionalmente, csta falta de protéccién puede deberse a los factores anles

wencionados o a la interaccidn entre éstos,



n
CONCLUSIONES

La inoculaci6n #n ovo de linfocinas provenientes de linfocitos T de aves inmunes
contra Eimeria tenella (ET-ILK), no conficren proteccidn ante un desalio con este parasito

ei pollitos de un dia de cdad.

En ¢ caso de la proteccion conferida mediante la administracion in ovo de
linfocinas provenientes de aves inmunes a Swlmonella enteritidis (SE-ILK), contra la
infeecidn ¢ invasion a drganos por 8. enteritidis y 8. gallinarum, sugicre que las céhnlas
blanco de las SE-ILK involucradas en la proteceidn, posiblemente sean diferentes a las

células involucradas conlra £, fenella en pollitos de un din de edad.
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Cuadro I: Evaluacion de la disminucién de ia severidad de lesion cecal al 4°. dia post-desafio con E. fenella en pollitos de un dia de edad
inoculados con ET-ILK in ovo al dia 18 del desarrollo embrionario.
GRUPO** No. DE REPETICION 1 REPETICION 2 REPETICION 3 TOTAL
OOQUISTES
Severidad/lesion® No.De  Severidadlesion®* No.De  Severidad/lesion® No. De Severidad/iesion®  No.De
aves aves Aves aves
+ 30,000 1+ 5415 i+ 318 1+ 3715 1+
: 0 10/15 0 12713 0 11713 0
ET-ILK 30,000 1+ 4713 0 15715 i+ 218 i+ 644
0 10/14 V] 13715 0 38444 N
RPM! 30,000 0 14714 1+ 613 1+ 3/1% 1+ goag
0 9/15 0 V215 I 3344
- - 0 15715 0 15/15 o i4i4 o 140
No hube diferencias estadisticas significaiivas entre los grupos (P > 0.05).
* Lascveridad de 1a lesién esté expresado por la escale de Johnson & Reid.
do irn ovo con Linfocinas de aves inmuncs a Emmeria tencllay desafiade con 30,000 ooguistes esporulados de .

ET-ILK: Grupo experi

** Donde: +: Grupotestigo de la cepa de Eimeria renella.
. '
Eimeric tenella

RPMI: Grupo conirol inoculado solamente con cf medio de cultive RPMI 1630 » desafiado con ooquistes esporulados de £, romwfia.

- : Grupo control sin inocular y sin desafiar.



‘Cuadro 2: Evaluaciénde Ia diSminudén en el nirnero de ooquistes recuperados 6°. dia post-desafio con E. fenella en pollitos de un dia de edad
inoculados con ET-ILK i ovo al diz 18 del desarrollo embrionario.

GRUPO** DESAFIO/MNo. REPETICION1 REPETICION 2 REPETICION 3 TOTAL
OODQUISTES

No. ooquistes recuperados® No. ooquistes recuperados* No. ooquistes recuperados®  No. coquistes recuperados

-+ 500 No se realizd 1,000/ml 6,000/ml 3.500/ml
ET-ILK 00 . 1,000/ml O/ml 4 2,600/ml 1,060/mi
RPMI 500 7 5,006/ml 3,000/m! 1,000/mi 3.000/mi

- ' - 0/ml 0/ml 0/ml 0/mi

No s¢ encontraron diferencias estadisticas significativas entre los grupos (P > 0.05),
*Se reporta el promedio de ooquistes contados del macerado de los 10 ciegos por cada grupo por ml.
** Donde: +:Grupo testigo ‘de lz cepa de Eimeria tenella. .

P .

de aves

ET-ILK: Grupo experimental inoculado 57 ovo con Li 2 Eimeria tenellz y desatiado con 30000 oequistes esporuiados de
Eimeria tenella.
RPMI: Grupo contro} inoculado solamente con el medio de cultivo RPMI 1640 v desafiado con ooquistes esporulades de £ rerclia.

- : Grupo control sin inocular ¥ sin desafiar,

6



ANEXO

VALORES DE LAS LESIONES MACROSCOPICAS POR LA ESCALA DE JOHNSON
& REID EN CADA UNO DI LOS CIEGOS DE LOS POLLITGS DEL EXPRERIMENTO

GRUPO + GRUPO GRUPO INOCULADO GRUPO
EXPERIMENTAL SOLO CON RPMI NEGATIVO
ET-ILK

[+ 0 [+ 0 0 0 0 0

REPLICA | 1+ 0 0 0 0 0 0
I+ 0 0 0 0 0 0

1+ 0 10 0 0 0 0

4+ 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0

0 0

1+ 0 0 0 I+ 0 0 0

REPLICA 2 1+ 0 0 0 I+ 0 0 0
1+ 0 0 0 i+ 0 0 0

0 0 0 0 I+ 0 0 0

0 0 0 0 o0 0 0

0 0 0 0 1+ 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0

I+ 0 I+ 0 I+ 0 0 0

REPLICA 3 I+ 0 I+ -0 0 0 0
. 1+ 0 0 0 1+ 0 0 0

I+ 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0

0. 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0

TOTAL 1+ 12/45 1+ 6/44 1+ 9/44 1+ 045
PORCENTAJE I+ 26.6% I 13.6% 1+ 204% 0 100%

0 N34% 0 864% . 0 79.6%

o eeep R i“‘;;.%.
ceri, TEGS R BIUE
U B
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